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La leche humana (LH) es el alimento exclusivo durante los primeros 4 - 6 meses de 
vida del lactante. La lactancia materna se relaciona con beneficios para la salud del 
lactante a corto y largo plazo. En el caso de no poder acceder a la LH, se recurre a los 
preparados para lactantes (PL).  
Los esteroles son compuestos bioactivos presentes en la fracción lipídica de LH y 
PL. El colesterol (esterol principal en la LH) participa en la formación de tejidos, es 
componente estructural de las células y precursor de hormonas, vitamina D y sales 
biliares. Se ha relacionado la mayor ingesta de colesterol por parte de los lactantes 
alimentados con LH con menor colesterolemia en la vida adulta, en comparación con 
los alimentados con PL. Sin embargo, no se conoce el efecto de otro esteroles en el 
lactante.  
Al no existir un método oficial o de referencia, para la determinación de esteroles 
en LH ni en PL en este estudio, se validan métodos para la determinación de esteroles 
animales y vegetales en PL, LH y sus fracciones bioaccesibles (FB) obtenidas tras una 
digestión gastrointestinal simulada. El objetivo principal de la presente Tesis Doctoral 
es evaluar el contenido de esteroles en LH de diferentes periodos de lactancia (calostro 
a 6 meses) correspondientes a dos zonas geográficas de España (centro y litoral) para 
ello se trabaja con “pools” obtenidos de cada etapa de lactancia y zona geográfica. Se 
determina también la bioaccesibilidad (BA) de esteroles en tres muestras de LH 
(calostro, 1 mes y 3 meses) de la costa de España y se estima la ingesta de esteroles 
procedente de la LH de zona central y costera de España. 
Tras la evaluación de la BA de esteroles presentes en PL comercializados en 
Europa, con o sin adición de un ingrediente rico en membrana del glóbulo graso de la 
leche (MFGM), se comparan los contenidos y la BA en LH y PL. 
En general, los métodos validados para la determinación de esteroles en PL, LH y 
sus FB, presentan buenos coeficientes de correlación, bajos límites de detección y 







Se constata que la adición de MFGM en los PL aumenta el contenido de colesterol 
(6 - 7 versus 2 mg/100 mL), siendo éste el esterol más bioaccessible en los PL, aunque 
dicha BA disminuye en los PL enriquecidos con MFGM. 
Del estudio realizado sobre los contenidos de esteroles a lo largo de la lactancia, se 
concluye que el contenido total de esteroles disminuye hasta la mitad a los 6 meses de 
lactancia en comparación con el calostro. Además, la ingesta de esteroles totales es de 
200 a 400 veces mayor que la ingesta de esteroles vegetales (EV). La BA de los 
esteroles totales, se encuentra comprendida entre 45 y 69%, siendo mayor en el primer 
mes de lactancia, coincidiendo con el mayor contenido de grasa presente en esta etapa. 
Esta información puede contribuir a un desarrollo de PL más similar a la LH en 
composición y funcionalidad. 
 
 







Objetivos y plan de trabajo  
El objetivo global de la presente Tesis Doctoral es conocer el perfil y 
biodisponibilidad de esteroles en leche humana (LH) a lo largo de la lactancia en 
comparación a los preparados para lactantes (PL). 
 
Para ello, se proponen los siguientes objetivos específicos: 
 
• Optimizar y validar un método por cromatografía de gases con detector de 
ionización de llama (CG-FID) para la determinación de esteroles (colesterol, 
desmosterol, brassicasterol, campesterol, estigmasterol, β-sitosterol y sitostanol) en 
PL y estimar su contenido. 
 
• Optimizar y validar un método por CG-FID para la determinación de esteroles en la 
fracción bioaccessible (FB) de PL y evaluar su bioaccesibilidad (BA). 
 
• Optimizar y validar dos métodos para la determinación de esteroles en LH: 
a) Método enzimático-espectrofotométrico (E-E) para la determinación de 
colesterol. 
b) Método por CG-FID para la determinación de esteroles (colesterol, desmosterol, 
latosterol, campesterol, estigmasterol, lanosterol y β-sitosterol). 
 
• Estimar la evolución de los contenidos de esteroles en muestras de LH procedentes 
de distintas etapas de lactancia (calostro, transición, 1 mes, 3 meses y 6 meses), 
evaluar la influencia de la zona geográfica (centro o litoral) y estimar su ingesta. 
 
• Optimizar y validar un método por CG-FID para la determinación de esteroles en la 






Objetivos y plan de trabajo  
Para llevar acabo los objetivos mencionados se propone el siguiente plan de trabajo: 
 
• Revisión de los antecedentes bibliográficos relativos al perfil de esteroles en PL y 
LH, su biodisponibilidad, ingesta e implicaciones nutricionales. 
 
• Determinación del contenido de esteroles en seis PL y un preparado de 
continuación (PC) mediante un método por CG-FID previamente optimizado y 
validado. 
 
• Aplicación de una digestión gastrointestinal in vitro a 3 PL y evaluación de la BA 
de los esteroles, mediante la aplicación de un método previamente validado para su 
determinación en la FB. 
 
• Puesta a punto y validación de un método mediante CG-FID para la determinación 
de esteroles en LH. 
 
• Estudio de la evolución del contenido de colesterol a lo largo de la lactancia 
(calostro, transición, 1, 3 y 6 meses) mediante CG-FID y comparación con un 
método enzimático (E-E). 
 
• Determinación del contenido e ingesta de esteroles en LH procedente de muestras 
del centro y costa de España de diferentes etapas de lactancia (calostro, transición, 










Objetivos y plan de trabajo  
• Aplicación de una digestión gastrointestinal in vitro a muestras de LH procedentes 
de la costa (calostro, 1 y 3 meses) y evaluación de la BA de esteroles mediante un 
método previamente optimizado y validado para su determinación en la FB. 
 
• Tratamiento estadístico de los datos y comparación de LH y PL. 
 













1. ALIMENTACIÓN DEL LACTANTE 
 
1.1. Necesidades nutricionales  
 
Las necesidades o requerimientos nutricionales son valores de referencia de ingesta 
de nutrientes y energía óptimos para mantener un buen estado de salud, un ritmo de 
crecimiento normal y prevenir la aparición de enfermedades (por exceso o por defecto) 
(Olveira y González, 2007). Se puede diferenciar entre requerimiento basal, nivel de 
ingesta continuo necesario para prevenir síntomas y signos clínicos relacionados con la 
inadecuación del nutriente, y requerimiento normativo, nivel de ingesta que posibilita 
el mantenimiento de unas concentraciones tisulares del nutriente o de reserva óptimas 
(Serra y del Campo, 2006). La leche humana (LH) cubre satisfactoriamente las 
necesidades del lactante (niño menor de doce meses) (Reglamento (UE) Nº 609/2013) 
ya que varía su perfil adecuándose a la madurez del lactante en todo momento (Alonso 
et al., 2001). El Comité de Expertos del “Food and Nutrition Board” de la “National 
Research Council”, junto a la Academia Canadiense establecen el término de ingestas 
dietéticas de referencia (DRI, “Dietary Reference Intakes”) de energía, macronutrientes 
y micronutrientes basados en estudios científicos considerándose adecuadas para 
satisfacer las necesidades del 97-98% de los lactantes dependiendo de la edad. Las 
DRI, que se pueden utilizar para la planificación y evaluación de la ingesta de 
nutrientes en lactantes sanos (Serra y del Campo, 2006; EFSA, 2010; National Institute 
of Health, 2018), engloban: 
 
• Requerimiento nutricional medio estimado (AR, “Average Requirement”): 
nivel de ingesta estimado que satisface las necesidades fisiológicas o la demanda 
metabólica del 50% de la población.  
• Ingestas dietéticas recomendadas (RDA, “Recommended Dietary Allowance”): 
estos valores de ingesta tienen en cuenta la variabilidad interindividual y la 
biodisponibilidad de los nutrientes, estableciendo niveles superiores a las necesidades 







de la población diana y se calculan sumando dos desviaciones típicas al valor del 
requerimiento nutricional medio. 
• Ingesta adecuada (AI, “Adequate Intake”): es un valor provisional. Se 
establece cuando no existe evidencia científica suficiente para establecer una RDA.  
• Nivel de ingesta máximo (UL, “Tolerable Upper Intake Level”): ingesta diaria 
máxima a partir de la cual es probable que se causen efectos adversos a la salud. Se 
calcula a partir de la dosis máxima sin efecto tóxico en la salud humana o en animales 
(NOAEL, “Non observed adverse effect level”) o a partir de la dosis más baja con 
efectos negativos observados (LOAEL, “Lowest observed adverse effect level”). 
• Rango de ingestas de referencia (RI, “Reference Intake Range”): este término 
no se incluye en las DRI americanas pero sí en las europeas. Es el intervalo de ingesta 
de macronutrientes expresado como % de ingesta de energía y se aplica a las ingestas 
que son adecuadas para mantener la salud y a las que se relacionan con un bajo riesgo 
de la enfermedad crónica estudiada. 
 
En la Tabla 1 se detallan las DRI en energía, agua, macronutrientes y 
micronutrientes para el lactante (Trumbo et al., 2002; National Institute of Health, 


















Tabla 1. Ingestas dietéticas de referencia en energía, agua, macronutrientes y 
micronutrientes para lactantes (Trumbo et al., 2002; National Institute of Health, 
2002/2005 y Cuervo et al., 2010).  
Esta tabla presenta las ingestas dietéticas recomendadas (RDA) en negrita, las ingestas adecuadas (AI) sin negrita y el 
rango de ingestas de referencia (RI) en cursiva. 1Kcal/ día, 2L/día, 3g/día, 4mg/día, 5µg/día. EFSA: “European Food 
Safety Authority”, Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria, FESNAD: Federación Española de Sociedades de 
Nutrición, Alimentación y Dietética. 
 
National Institute of Health 
2002/2005 EFSA 2010 FESNAD 2010 
0-6 meses 7-12 meses 7-12 meses 0-6 
meses 
7-12 
meses Niño Niña Niño Niña Niño Niña 
Energía1  570 520 743 676 693 621 - - 
Agua2  0,7 0,8 0,8-1,0 0,8-1,5 0,8-1,0 
Carbohidratos3  60 95 - 60 95 
Grasas3  31 30 40 31 30 
Ácido linoleico3  4,4 4,6 4 - - 
Ácido α-linolénico3  0,5 0,5 0,5 - - 
Proteínas3  9,1 13,5 10,5 12,2 12,2 
Sodio4 120 370 - - 120 370 
Potasio4 400 700 750 750 650 700 
Cloro4 180 570 - - 180 570 
Calcio4 210 270 280 280 400 525 
Cromo5 0,2 5,5 - - 0,2 5,5 
Cobre5 200 220 400 400 300 300 
Flúor4 0,01 0,5 0,4 0,4 - - 
Yodo5 110 130 70 70 60 80 
Hierro4 0,27 11 11 11 4,3 8,0 
Magnesio4 30 75 80 80 40 75 
Manganeso4 0,003 0,6 0,02-0,5 0,02-0,5 - - 
Molibdeno5 2 3 10 10 - - 
Fósforo4 100 275 160 160 300 400 
Selenio5 15 20 15 15 10 15 
Zinc4 2 3 2,9 2,9 3 4 
Vitamina A5 400 500 250 250 400 350 
Vitamina D5 5 5 10 10 8,5 10 
Tiamina4 0,2 0,3 0,1 0,1 0,2 0,3 
Riboflavina4 0,3 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 
Niacina4 2 4 1,6 1,6 3 5 
Ácido pantoténico4 1,7 1,8 3 3 1,7 1,8 
Vitamina B64 0,1 0,3 0,3 0,3 0,2 0,4 
Biotina5 5 6 6 6 5 6 
Colina4 125 150 160 160 - - 
Vitamina B125 0,4 0,5 - - 0,4 0,5 
Vitamina C4 40 50 20 20 35 35 
Vitamina K5 2 2,5 10 10 2,0 2,5 
Vitamina E4 4 5 - - 4 5 







Cabe destacar que, debido a la falta de estudios en la población española, los 
valores de AI y RDA que propone la FESNAD (Federación Española de Sociedades de 
Nutrición, Alimentación y Dietética) (Cuervo et al., 2010) (ver Tabla 1) se basan en 
los valores publicados por la institución americana “National Institute of Health” y por 
la EFSA (“European Food Safety Authority”, Autoridad Europea de Seguridad 
Alimentaria) (National Institute of Health, 2018; EFSA, 2010) (ver Tabla 1). 
 
1.2. Etapas  
 
Dependiendo de la madurez digestiva, renal, del sistema nervioso y las necesidades 
para el desarrollo del lactante su alimentación se verá modificada (Maldonado Lozano 
et al., 2017). Existen dos periodos de alimentación diferentes por los que atraviesa el 
lactante en su primer año de vida: lactancia exclusiva y de transición hacia la 
alimentación del adulto, conocida como alimentación complementaria o “beikost” 
(Lázaro y Martín, 2010; Maldonado Lozano et al., 2017). 
 
Lactancia exclusiva  
 
Este periodo abarca los 4-6 primeros meses de la vida del lactante en el cual solo 
consume LH, preparados para lactantes (PL) o ambas (Lázaro y Martín, 2010; 
Hernández Aguilar y Lasarte Velillas, 2014; Maldonado Lozano et al., 2017). La gran 
variabilidad de la LH en volumen y composición la hace el alimento ideal para el 
lactante ya que estos cambios se ajustan perfectamente a sus necesidades durante el 
rápido crecimiento producido en el primer año de vida (ver apartado 1.1. Necesidades 
nutricionales). Esta variabilidad, sin embargo, no existe en la alimentación con PL 
(ver apartado 1.4. Preparados para lactantes) (Hernández Aguilar y Lasarte Velillas, 










Periodo de transición o alimentación complementaria (“beikost”) 
  
Este periodo abarca de los 4 - 6 primeros meses hasta el primer año de edad. En esta 
etapa (> 6 meses), el aparato digestivo, la actividad metabólica y la función excretora 
renal tienen un mayor nivel de maduración. A pesar de que en este periodo el 
contenido proteico de la LH podría ser suficiente, el volumen y ajuste energético 
resultarían inseguros, e incluso, el aporte de otros oligoelementos como es el caso del 
hierro sería insuficiente, lo que hace necesario el aporte de hierro de fácil absorción 
(Hernández Aguilar y Lasarte Velillas, 2014; Lázaro y Martín, 2010; Maldonado 
Lozano et al., 2017). Las condiciones fisiológicas permiten ampliar la variedad de 
alimentos junto con el consumo de LH o preparados de continuación (PC). Se entiende 
por PC aquellos preparados que cubren las necesidades nutricionales del lactante a 
partir del 4º - 6º mes hasta, como máximo, los 3 años de edad, siempre que formen 
parte de una alimentación complementaria. Estos preparados son menos complejos y 
costosos y no deben ajustarse a unos valores tan estrictos en su composición, como en 
el caso de los PL (Maldonado Lozano et al., 2017).  
 
Se recomienda seguir unas pautas tales como (Leis y Tojo, 2001; Maldonado 
Lozano et al., 2017): 
 
• La alimentación diversificada de este periodo comprende alimentos líquidos 
(zumos de frutas), semisólidos (purés y papillas) y sólidos. 
• Hasta los 6 meses esta alimentación no debería superar el 50% del aporte 
energético. 
• No introducir la leche de vaca antes del año de edad; se deberá seguir 
suministrando, como mínimo, 500 mL/día de LH o PC y ofrecer constantemente agua.  
• Atrasar la introducción de alimentos alergénicos hasta el primer año de vida 
(como pescado y huevo). 
• No cocinar con mucha sal, ni añadir azúcar, ni incorporar alimentos dulces. 







• Introducir los nuevos alimentos en pequeñas porciones y de manera progresiva. 
 
El orden de introducción de los alimentos más común se muestra en la Tabla 2. 
Tabla 2. Introducción de los alimentos en la dieta del lactante (Maldonado Lozano 
et al., 2017). 
 
Alimentos/Meses 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
Cereales sin gluten          
Zumos de fruta          
Papilla de frutas          
Puré de verduras          
Carnes          
Cereales con gluten          
Yogur natural          
Pescado (blanco)          
Yema de huevo          
Huevo completo          







1.3. Leche humana  
 
Recientemente, expertos de la Organización de las Naciones Unidas (ONU, 2016) 
y de la Organización Mundial de la Salud (OMS, 2016) han declarado la lactancia 
materna como un derecho humano tanto para la madre como para el lactante. 
Según la Sociedad Europea de Gastroenterología, Hepatología y Nutrición 
Pediátrica (ESPGHAN, 2009), “la LH no es un fluido biológico uniforme sino una 
secreción de la glándula mamaria (GM) de composición cambiante” con una 
composición general de un 87% de agua, 3,8 % de grasa (de los cuales el 98% son 
triacilgliceroles), 1% de proteína y un 7% de lactosa (ESPGHAN, 2009; Guo y 
Jilin, 2014; Bourlieu et al., 2015a).  
 
Además de los macronutrientes, la LH contiene micronutrientes (minerales, 
vitaminas y elementos traza), componentes inmunológicos o relacionados 
(inmunoglobulina A secretora “sIgA”, leucocitos, oligosacáridos, lisozima, 
lactoferrina, interferón-γ, nucleótidos, citoquinas y otros), enzimas, hormonas, 
factores de crecimiento, poliaminas y otros compuestos bioactivos como los ácidos 
siálicos, gangliósidos, fosfolípidos y esteroles (ESPGHAN, 2009; Pecoraro et al., 
2017). 
 
La LH satisface todas las necesidades del lactante en sus diferentes etapas de 
crecimiento, ya que ésta varía a lo largo de la lactancia, entre diferentes tomas 
(diurna, nocturna), durante la misma toma (principio o final de la toma), con el 
tiempo transcurrido desde la última toma, con la salud, edad, raza, paridad, dieta 
(ver Figura 1) y zona geográfica de residencia de la madre, ganancia de peso 
durante el embarazo y el sexo, peso y tiempo de nacimiento del lactante 
(pretérmino o término) (Thakkar et al., 2013; Chung, 2014; Hsu et al., 2014; 








Figura 1. Composición de la leche humana y su relación con la dieta materna 























AA: ácido araquidónico, AG: ácidos grasos, AL: ácido linoleico, AGMI: ácidos grasos monoinsaturados, AGPI: 
ácidos grasos poliinsaturados, AGS: ácidos grasos saturados, AGT: ácidos grasos trans, DHA: ácido 
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Los componentes de la LH pueden proceder de tres fuentes: síntesis en el 
lactocito (célula epitelial mamaria), dieta y depósitos de la madre (Ballard y 
Morrow, 2013). 
 
La LH comúnmente se clasifica en tres etapas de lactancia debido a su gradual 
variación en el contenido (Ballard y Morrow, 2013; Andreas et al., 2015): calostro 




Es el primer fluido que se produce en pequeñas cantidades en los primeros días 
después del parto. Presenta elevados valores de proteínas séricas, 
inmunoglobulinas secretoras, factores de crecimiento, oligosacáridos, sodio, cloro 





En esta etapa la LH comparte algunas características con el calostro y representa 
un periodo de incremento de la producción de la LH para satisfacer las necesidades 




 En contraste al cambio en la composición de la LH durante el primer mes, la 











1.3.1. Lactogénesis (AEP, 2004; Monks y McManaman, 2013; Truchet y Honvo-
Houéto, 2017)  
 
La GM es un órgano exocrino, el cual experimenta ciclos repetidos de 
crecimiento, diferenciación funcional e involución, relacionados estrechamente con 
los procesos reproductivos. Su desarrollo comienza desde la etapa fetal pero es 
durante el embarazo cuando se completa la mamogénesis para, después del parto, 
convertirse en un órgano funcional que suministra el alimento necesario al lactante. 
Está compuesta de células epiteliales y mioepiteliales las cuales rodean los 
alveólos. Un conjunto de alveólos se conoce como lóbulo y cada uno tiene su 
conducto galactóforo que forman las unidades glandulares. Cuando finaliza la 
etapa de lactancia, esta glándula vuelve a su estado original en un proceso conocido 
como involución. Todas estas etapas de desarrollo y evolución de la GM están 
reguladas por hormonas y factores locales (como por ejemplo la succión del niño). 





En el 5º- 6º mes de embarazo la mama aumenta de tamaño como preparación 
para la síntesis de LH. Se produce una expansión de alvéolos e inducción de genes 
que codifican proteínas lácteas y enzimas responsables de la síntesis de 
componentes lácteos. Además, se pueden detectar pequeñas cantidades de lactosa y 
α-lactoalbúmina en sangre y orina de la madre. Sin embargo, los altos niveles de 











Lactogénesis II o activación de la secreción 
 
Se produce un aumento masivo de la síntesis de casi todos los componentes de 
la LH. Este proceso se da entre las 50 - 73 horas después del parto, tras el 
alumbramiento de la placenta y la disminución de la progesterona. La secreción 
láctea se mantiene gracias a la demanda del lactante, lo que regula la producción. 
En esta etapa, la leche se sintetiza y secreta por células epiteliales especializadas 
que recubren las cavidades luminales de los alveólos. Estas células poseen 
capacidades biosintéticas y secretoras y están formadas por una extensa red de 
retículo endoplásmico rugoso (RER), un aparato de Golgi, numerosas mitocondrias 
y vesículas secretoras que contienen lípidos y productos proteicos que son 
yuxtapuestas a la región apical de la membrana plasmática (ver Figura 2). La leche 
es secretada de forma continua a la luz alveolar, donde se almacena entre las tomas 
hasta la siguiente succión. 
 
La producción y/o síntesis de leche está regulada mediante mecanismos 
centrales y locales. En concreto, los mecanismos centrales tienen un efecto directo 
sobre la producción de leche en los cuales participan la prolactina, oxitocina, 
hormonas tiroideas, hormona de crecimiento, insulina y hormonas suprarrenales; 
mientras que los mecanismos locales son responsables del efecto inverso, el cual 
depende del aumento de la presión intra-alveolar, la actuación de factores de 
inhibición presentes en la propia leche sobre las células secretoras y el compromiso 
en la vascularización de la glándula. 
   
Se han descrito 5 vías por las cuales los macronutrientes y micronutrientes 
pasan a la LH (ver Figura 2): exocitosis, secreción de grasas, transcitosis, 









Exocitosis (ruta 1)  
 
Al inducirse la lactancia después del parto, el RER y aparato de Golgi sufren 
una marcada expansión ya que son los responsables de la síntesis de varios 
componentes de la leche. El aparato de Golgi es responsable del empaquetamiento 
de proteínas, oligosacáridos y nutrientes (como la lactosa) en las vesículas 
secretoras. Estas sustancias son transportadas a la membrana plasmática apical 
donde se liberan al lumen (ver Figura 2). Las vesículas procedentes del RER, las 
cuales transportan proteínas y lípidos sintetizados de novo, se fusionan con el 
compartimento cis del aparato de Golgi y atraviesan todos los dictiosomas hasta 
llegar al compartimento trans en donde son empaquetados en vesículas y 
posteriormente secretados. La lactosa se sintetiza en el aparato de Golgi mediante 
la transferencia de galactosa de UDP-galactosa (es un intermedio en la producción 
de polisacáridos) a glucosa en una reacción catalizada mediante un complejo 
compuesto de β-4-galactosiltransferasa-1 y α-lactalbumina. Casi todos los 
oligosacáridos lácteos se generan de la lactosa mediante una unión posterior de 
grupos glucosilo adicionales, incluyendo N-acetilglucosamina, fucosa y ácido N-
acetilneuramínico a residuos de galactosa para formar estructuras lineales y 
ramificadas. Además, la lactosa secretada es la principal responsable del 
movimiento osmótico del agua en la leche y el mantenimiento de la 
isoosmolaridad, lo que contribuye a la fluidez de la misma. Asimismo, la LH es 
rica en calcio, fosfato y citrato (iones libres, complejos de calcio-fosfato o calcio-
citrato). El calcio y el fosfato proceden de la circulación sanguínea materna 










Figura 2. Rutas celulares reguladoras de la producción y síntesis de la leche 
humana en células epiteliales de la glándula mamaria (basado en Monks y 
McManaman et al., 2013). 
 








Secreción lipídica (ruta 2) 
 
La grasa láctea se origina a partir de gotas lipídicas citoplasmáticas y es 
secretada en forma de glóbulos de grasa (GG) rodeadas de una membrana (ver 
apartado 1.3.2. Glóbulo de grasa y membrana del glóbulo de grasa de la leche). 
Esta membrana que envuelve la grasa impide la coalescencia con otras gotas. El 
mecanismo por el que las gotas lipídicas citoplasmáticas pasan a ser GG aún no 
está completamente elucidado (ver Figura 2). Sin embargo, se encuentran bien 
documentados los mecanismos de captación y transporte del colesterol en las 
células epiteliales mamarias (CEM) (Ontsouka y Albrecht, 2014):  
 
• Captación del colesterol en la membrana plasmática basolateral (ver 
Figura 3): en la membrana basolateral se captan compuestos presentes en el 
torrente sanguíneo como es el caso del colesterol, el cual circula ligado a proteínas 
de transporte como quilomicrones (QM) y lipoproteínas de alta (HDL), baja (LDL) 
y muy baja densidad (VLDL). En el estado de lactancia, los tejidos mamarios 
presentan una actividad enzimática que fomenta la captación del colesterol en 
circulación. Se ha comprobado que la lipoproteinlipasa (LPL) es clave en la 
hidrólisis de los QM y VLDL con la consiguiente captación del colesterol 
esterificado (CE) y libre (CL). Asimismo, la captación de colesterol es un proceso 
mediado por receptores como el receptor de LDL (LDL-R) y los receptores 
scavenger clase B tipo 1 (SR-B1) y se puede dar también mediante difusión a 










ACAT: acil-CoA: colesterol aciltransferasa, CE: colesterol esterificado, CL: colesterol libre, GG: glóbulo de grasa, GL: gotas lipídicas, HDL: lipoproteína de alta densidad, 
LAL: lipasa ácida lisosomal, LDL: lipoproteína de baja densidad, LDL-R: receptor de la lipoproteína de baja densidad, VLDL: lipoproteína de muy baja densidad, LPL: 
lipoproteinlipasa, NPC-1: Niemann-Pick tipo C tipo 1, QM: quilomicrón, RE: retículo endoplasmático, SR-B1: receptor Scavenger clase B tipo 1.  
Lado basolateral Lado apical 
CL 
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• Transporte intracelular del colesterol (ver Figura 3): el colesterol captado 
del torrente sanguíneo, además del colesterol sintetizado de novo en el retículo 
endoplasmático (RE) (vía 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA (HMG-CoA) reductasa), 
determinan el pool de colesterol intracelular. Dependiendo de la actividad celular, 
el CL puede ser esterificado mediante la enzima acetil-coenzima A aciltransferasa 
(ACAT) expresada en el RE y ser almacenado como CE en el GG originado en el 
RE. Además, cabe destacar que el CE se dirige inicialmente hacia los endosomas 
donde es hidrolizado por la lipasa ácida lisosomal (LAL) y exportado por la 
proteína Niemann Pick tipo C tipo 1(NPC-1) como CL, mientras que el CE captado 
vía SR-B1 es hidrolizado a CL gracias a la acción de la enzima colesterol éster 
hidrolasa. 
 
• Eflujo del colesterol a través de la membrana plasmática apical (ver Figura 
3): se puede dar por tres mecanismos, en primer lugar, los transportadores ABC 
(dependientes de ATP), como ABCA1 y ABCG1, median el transporte del 
colesterol hacia las proteínas de membrana, como por ejemplo, hacia la 
apolipoproteína A1 (apoA-1). En el caso de ABCA1, se inducen cambios 
conformacionales lo que permite la unión de la apoA-1 y un mayor transporte y 
liberación del colesterol. En segundo lugar, el colesterol puede atravesar la 
membrana plasmática apical mediante difusión y/o unido a proteínas de membrana. 
Finalmente, otra ruta es la secreción de GG, en esta ruta interviene la migración de 
las gotas lipídicas (GL) citoplasmáticas desde el RE hacia la membrana plasmática 














Transcitosis o transporte transcelular (ruta 3) 
 
 Mediante esta vía, proteínas y otros compuestos (Ig A, albumina sérica, hierro, 
cobre, zinc, etc.), procedentes de la circulación sanguínea materna, son 
transportadas a la LH mediante procesos de endocitosis, dependientes o no, de 
clatrina (proteína presente en el citoplasma) a la membrana plasmática basal. Estas 
sustancias llegan, inicialmente a los endosomas tempranos donde se clasifican y se 
dirigen a una vía de reciclado rápido mediante la red del trans Golgi o un 
compartimento endocítico de reciclaje. Los compuestos presentes en el 
compartimento endocítico de reciclaje son entonces enviadas a la membrana apical, 
o de vuelta a la membrana basolateral (ver Figura 2). Por lo tanto, estas sustancias 
derivadas de la vía de transcitosis son sometidas a una serie de procesos complejos, 
que pueden o no cruzarse con la vía de exocitosis. Por otro lado, los endosomas de 
reciclaje pueden servir como intermediarios en la liberación de proteínas de 
membrana sintetizadas de novo del aparato de Golgi hacia la membrana apical o la 
basolateral (ver Figura 2). 
 
Transporte de membrana (ruta 4) 
  
Esta vía podría ser responsable de la transferencia de sodio, potasio, agua y 
algunos monosacáridos a la LH. Sin embargo, aún no se han identificado 
transportadores específicos y tampoco se conoce la repercusión que podría tener 
esta vía en la producción de compuestos lácteos bajo condiciones fisiológicas (ver 
Figura 2). 
 
Transporte paracelular (ruta 5)  
 
En esta vía las sustancias pasan por el espacio existente entre las células epiteliales. 
Ésta vía solo se encuentra activa durante el embarazo y se inhibe pocos días 







presentes en la circulación sanguínea de la madre (inmunoglobulinas, células 
inmunes, proteínas séricas y micronutrientes) al calostro, proporcionando al recién 
nacido compuestos esenciales y una protección inmunológica inicial (ver Figura 
2).  
1.3.2. Glóbulo de grasa y membrana del glóbulo de grasa de la leche (Michalski et 
al., 2005; Koletzko et al., 2011; Koletzko, 2016; Demmelmair et al., 2017) 
 
El GG tiene un núcleo rico en lípidos apolares, principalmente TAG (ver 
Figura 4) y pequeñas cantidades de mono- y diglicéridos y ácidos grasos (AG) no 
esterificados. Estos lípidos apolares proceden del RE de las CEM, los cuales se 
forman a partir de AG procedentes de la circulación sanguínea materna así como 
de AG de cadena intermedia (12-14 átomos de carbono) sintetizados a partir de 
acetil-CoA. Este núcleo se encuentra rodeado por una triple membrana conocida 
como membrana del GG de la leche (MFGM). La monocapa interna deriva del RE 
constituida por fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina y fosfatidilinositol, entre 
otras sustancias (ver Figura 4). La bicapa externa proviene de la membrana apical 
de las células epiteliales de la GM y está formada por proteínas de membrana, 
glicoproteínas, fosfatidilcolina, esfingomielina, colesterol, cerebrósidos, 
gangliósidos, polipéptidos, mucinas, lactaderina y butirofilina, entre otros 
compuestos (ver Figura 4). 
 
Cabe mencionar que la MFGM tiene un grosor de ~10-20 nm, representando 
entre el 2 y 6% de la masa del GG, y que su lado externo hidrofílico impide la 










El diámetro del GG disminuye durante los primeros cuatro días de lactancia (a 
las 12 horas después del parto, el diámetro es de ~ 8,9 ± 1,0 µm versus ~ 2,8 ± 0,3 
µm a las 96 horas después del parto), sin embargo vuelve aumentar a partir del 
primer mes (~ 4 µm) hasta el fin de la misma, produciéndose un aumento en la 
concentración de triacilglicéridos (TAG) y una disminución de colesterol y 
fosfolípidos. Esto puede deberse a que, en los primeros días, la GM aún está 
madurando, por lo tanto, no secreta un elevado contenido de grasa y se recubre más 
el GG, mientras que en la LH madura se secreta un elevado contenido de grasa y se 
recubre el GG con la membrana disponible, que es limitada. 
 
Figura 4. Estructura y composición del glóbulo de grasa y su membrana 
(Basado en Koletzko et al., 2016). 
       
 



















Las elevadas concentraciones de proteínas presentes en la MFGM (mucina 1, 
xantina oxidoreductasa, butirofilina, lactaderina, adipofilina y proteínas 
transportadoras de AG) ejercen efectos beneficiosos: algunas proteínas se 
mantienen íntegras en el estómago del lactante contribuyendo a la protección frente 
a bacterias y virus en el tracto gastrointestinal favoreciendo el sistema inmune. Los 
esfingolípidos presentes en la MFGM se encargan de la regulación del crecimiento 
celular, apoptosis e inflamación y, principalmente, están constituidos por 
esfingomielina (acelera la maduración del intestino) y esfingosina (induce la 
detención del ciclo celular y apoptosis e inhibe la proteína quinasa C). En la 
MFGM se encuentran también gangliósidos, importantes en el desarrollo neuronal 
cuya demanda es elevada debido al rápido crecimiento del cerebro en la etapa 
perinatal. Además, estos gangliósidos (específicos de la LH) actúan como falsos 
receptores de patógenos, previniendo infecciones y son capaces de modular el 
comportamiento de las células inmunes. Asimismo, las cantidades significativas de 
colina, ácidos siálicos y colesterol están ligadas al correcto desarrollo cognitivo y 
crecimiento del lactante. 
 
1.3.3.  Composición de la leche humana y su comparación con la leche de vaca  
 
Puesto que la LH es el alimento idóneo para la cría de su especie, existen 
importantes diferencias en la composición entre leches de distintas especies. Es el 
caso de las diferencias encontradas entre LH y LV que conviene destacar ya que la 
LV es, generalmente, la base de la formulación de los PL (ver Tabla 3). 
 
Como puede comprobarse, la densidad calórica de la LH madura y la LV son 
similares (Maldonado Lozano et al., 2017) (ver Tabla 3). El contenido de grasa 
medio en la LH oscila entre 20 y 40 g/L lo que corresponde aproximadamente al 







misma toma, a lo largo del día y conforme avanza el tiempo de lactancia. A pesar 
de la similitud en el contenido de grasa entre la LV (35-40 g/L) y la LH madura, 
esta última es rica en AGPI (principalmente ácido linoleico con un 28%) y escasa 
en AGS (~30%) en comparación con la LV, siendo esta rica en AGS 
(principalmente palmítico con un 28%) y escasa en AGPI (~3%) (ver Tabla 4). 
 
Tabla 3. Comparación del aporte energético (Kcal/100 mL) y composición 
(g/100 mL) de la leche humana (calostro, transición y madura) y leche de vaca 
(datos obtenidos de Hester et al., 2012; Hsu et al., 2014, Gidrewicz et al., 2014; 
Geddes et al., 2017; Maldonado Lozano et al., 2017). 
 1 mg/100 mL, 2 g/100 mL. Datos presentados como media ± desviación estándar. 
 
Además, la LH presenta contenidos más altos de linoleico, α-linolénico, oleico, 
araquidónico y docosahexaenoico en  comparación con la LV, siendo esenciales 
para el correcto desarrollo neuronal y de la retina en el lactante, sin embargo, 
presenta concentraciones inferiores de ácido láurico y mirístico. Por ello, para la 
elaboración de los PL, la LV se desgrasa total o parcialmente, reemplazando la 
grasa por aceites vegetales ricos en AGPI (Geddes et al., 2017; Maldonado Lozano 
et al., 2017; Teng et al., 2017).  
 Leche humana Leche de 
vaca  Calostro Transición Madura 
Energía  58,0 ± 6,1 57,7 ± 4,2 65,2 ± 9,3 70 
Lípidos 2,4 ± 0,5 3,0 ± 0,1 3,5 ± 0,6 3,5-4 
Proteínas  2,1 ± 0,5 1,7 ± 0,1 1,2 ± 0,2 3,3-3,5 
Carbohidratos totales  5,6 ± 0,6 5,9 ± 0,4 6,7 ± 0,2 4-5 
Lactosa 2,9  -- 7,0 ± 0,5 4-5 
Glucosa1 3,6 -- 27,0 4,0 







Tabla 4. Comparación en la composición de los ácidos grasos de la leche 







Ácidos grasos saturados 
Butírico (C4:0) 0,10 ± 0,01 1,23 ± 0,02 
Caproico (C6:0) 0,11 ± 0,02 1,75 ± 0,03 
Caprílico (C8:0) 0,19 ± 0,01 1,20 ± 0,02 
Cáprico (C10:0) 0,83 ± 0,01 2,15 ± 0,02 
Láurico (C12:0) 1,91 ± 0,02 2,42 ± 0,03 
Mirístico (C14:0) 2,47 ± 0,02 10,0 ± 0,19 
Pentadecanoico (C15:0) 0,22 ± 0,01 1,19 ± 0,01 
Palmítico (C16:0) 17,3 ± 0,33 27,8 ± 0,28 
Margárico (C17:0) 0,36 ± 0,01 0,65 ± 0,02 
Esteárico (C18:0) 6,60 ± 0,12 13,5 ± 0,13 
Total ácidos grasos saturados 30,4 ± 0,58 62,6 ± 0,78 
Ácidos grasos monoinsaturados 
Palmitoleico (C16:1, ω-7) 0,10 ± 0,00 0,32 ± 0,01 
Oleico (C18:1, ω-9) 32,7 ± 0,23 28,7 ± 0,18 
Total ácidos grasos 
monoinsaturados 
37,1 ± 0,29 33,0 ± 0,30 
Ácidos grasos poliinsaturados 
Linoleico (C18:2, ω-6) 28,0 ± 0,24 1,73 ± 0,01 
α-Linolénico (C18:3, ω-3) 1,23 ± 0,01 0,16 ± 0,01 
Eicosadienoico (C20:2, ω-9 ) 0,47 ± 0,01 0,02 ± 0,00 
Dihomogamma-linolénico (C20:3, ω-6) 0,44 ± 0,01 0,09 ± 0,00 
Araquidónico (C20:4, ω-6) 0,67 ± 0,01 0,19 ± 0,01 
Eicosapentaenoico (C20:5, ω-3) 0,03 ± 0,00 0,01 ± 0,00 
Docosatetraenoico (C22:4, ω-3) 0,08 ± 0,00 0,03 ± 0,00 
Docosapentaenoico (C22:5, ω-3) 0,12 ± 0,01 0,04 ± 0,00 
Docosahexaenoico (C22:6, ω-3) 0,22 ± 0,01 < 0,01 








El contenido medio de proteínas en la LH oscila entre 12 y 21 g/L, lo que 
corresponde aproximadamente al 7-14% de la energía (ver Tabla 3) teniendo estas 
proteínas un alto porcentaje de biodisponibilidad. Destaca el mayor contenido 
proteico del calostro y, como puede observarse, a medida que avanza la lactancia, 
este contenido disminuye. En contraste, el contenido de proteínas en la LV es 
mayor (entre 33 y 35 g/L). Por otra parte, la LV es rica en β-lactoglobulina 
inexistente en la LH, responsable de la alergia a la proteína de LV. Tanto en la LH 
como en la LV se distinguen caseínas, proteínas séricas y proteínas de MFGM. El 
ratio seroproteínas/caseínas fluctúa entre 70/30 y 80/20 en el calostro y disminuye 
a 50/50 en la LH madura, mientras que en la LV es de 18/82.  
 
El mayor contenido proteico de la LV y la diferencia en el ratio 
seroproteínas/caseínas dificulta la digestibilidad de la LV además de suponer una 
sobrecarga renal para el lactante. Por lo tanto, para la formulación de los PL, la 
fracción proteica de la LV necesita dos modificaciones: a) reducir el contenido 
proteico y b) corregir el ratio seroproteínas/caseínas (Andreas et al., 2015; Martin 
et al., 2016; Geddes et al., 2017; Maldonado Lozano et al., 2017). 
 
Los carbohidratos más abundantes presentes en la LH son: lactosa 
(principalmente), glucosa y oligosacáridos. En la LV, la lactosa es el carbohidrato 
más abundante siendo, sin embargo, los oligosacáridos casi inexistentes. El 
contenido medio de lactosa en la LH oscila entre 29 y 70 g/L lo que corresponde 
aproximadamente al 32-48% de la energía (ver Tabla 3). La concentración de 
lactosa presente en la LH es más elevada que la presente en la leche de otras 
especies como la LV (40-50 g/L), debido a la alta demanda del cerebro humano 
(ver Tabla 3), de donde obtiene su principal fuente energética, es la única fuente de 
galactosa (constituyente de esfíngolípidos), estimula la actividad de la lactasa, 
ayuda a que se estabilice la microbiota bifidógena y mejora la absorción del calcio. 







aumenta el tiempo de lactancia, aumenta el contenido de lactosa hasta estabilizarse 
en la LH madura, ayudando a mantener constante la presión osmótica. Por otro 
lado, se han caracterizado más de 200 tipos de oligosacáridos en la LH (fucosa, 
glucosamina, galactosamina, inositol, etc), los cuales suponen el 10% de los 
hidratos de carbono. Éstos inhiben la adhesión bacteriana a las superficies 
epiteliales, fomentan la proliferación de bifidobacterias, interviene en la síntesis de 
gangliósidos y esfingolípidos y estimula el sistema inmunitario (Andreas et al, 
2015; Martin et al., 2016; Geddes et al., 2017; Maldonado Lozano et al., 2017). 
 
La LV tiene tres veces más minerales que la LH lo que supone una gran carga 
renal para el lactante (ver Tabla 5). Por lo tanto, para su empleo en la elaboración 
de PL, la LV se debe desmineralizar. Sin embargo, la LH presenta mayores 
contenidos de hierro, cobalto, yodo, cobre y manganeso.  
 
Tabla 5. Comparación de la composición de minerales entre la leche humana 
madura y la leche de vaca (Maldonado Lozano et al., 2017). 
 Leche humana Leche de vaca 
Azufre1 14 12 
Calcio1 34 120 
Zinc1 0,3 0,3 
Cloro3 1,1 2,9 
Cobalto2 1,4 0,08 
Cobre2 39 11 
Fósforo1 14 92 
Hierro2 76 60 
Magnesio1 2,8 12 
Manganeso2 4,1 2,5 
Potasio3 1,3 3,5 
Sodio3 0,7 2,2 
Yodo2 7 8 








Cabe mencionar que, a pesar de que la LV presenta mayores contenidos de 
calcio y fósforo, tiene un ratio Ca/P (1,3) inferior al de la LH (2,3), lo que ocasiona 
una menor absorción de estos minerales. Tanto los lactantes alimentados con LH 
como los alimentados con PL necesitan una suplementación de hierro ya que 
ambas matrices son escasas en este mineral.  
 
Por lo general, dado el bajo contenido en vitaminas de la LV en comparación 
con la LH (ver Tabla 6), se deben enriquecer éstas para cubrir las necesidades del 
lactante en la elaboración de los PL. 
 
Tabla 6. Comparación de la composición de vitaminas entre la leche humana 
madura y la leche de vaca (Maldonado Lozano et al., 2017). 
 Leche humana Leche de vaca 
VitaminaA2 55 30 
Ácido fólico2 5,2 5,5 
Vitamina B122 0,05 0,42 
Vitamina B62 13 46 
Biotina2 0,58 3,5 
Vitamina C1 44 17 
β-Caroteno1 24 18 
Vitamina D2 0,1 0,8 
Vitamina E2 350 140 
Vitamina K2 0,2 3,5 
Niacina2 230 90 
Riboflavina2 35 180 
Tiamina2 15 37 












1.3.4. Beneficios de la lactancia materna  
 
Los estudios realizados de la lactancia materna han permitido establecer una 
serie de beneficios tanto para la madre como para el lactante:  
 
Para la madre (Aguilar Cordero et al., 2016) 
 
• Reducción o ausencia del riesgo de hemorragia postparto, al estimularse la 
producción de oxitocina por la succión del lactante que provoca la secreción de 
leche y la contracción del útero. 
• Menor riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares y diabetes en el 
futuro. Además presentan una presión arterial más baja y mejores parámetros 
metabólicos. 
• A largo plazo, supone una protección frente el desarrollo de cáncer de 
mama.  
•  Recuperación del peso anterior al embarazo de manera más rápida. 
• Fortalecimiento del vínculo afectivo entre la madre y el lactante. 
 
Para el lactante (Owen et al., 2002; Owen et al., 2008; Parikh et al., 2009; 
Koletzko et al., 2011; Geddes and Prescott, 2013; Aguilar Cordero et al., 2016; 
Pecoraro et al., 2017; Young, 2017; Boué et al., 2018) 
 
• Prevención de la obesidad infantil por regulación de la concentración de 
leptina. Se ha observado que existe una relación dosis dependiente entre la 








• Protección frente a infecciones gastrointestinales y respiratorias. Esta 
protección es dosis dependiente y más significativa durante los primeros 6 meses 
de lactancia. 
• Protección frente a episodios de asma en niños entre 6-8 años. Además, se 
hipotetiza que la sIgA tiene un papel importante en la protección del lactante frente 
a alergias alimentarias. 
• Protección frente a enfermedad inflamatoria intestinal, diabetes tipo I y II y 
enfermedad celíaca. 
• Efecto positivo sobre el desarrollo neurológico, el coeficiente intelectual y 
el correcto crecimiento del lactante (ganan peso lentamente hasta los primeros tres 
meses disminuyendo así su índice peso/altura) y reducción de la presión arterial y 
colesterolemia en la edad adulta. 
• La relación afectiva entre el lactante y la madre favorece que éste 
mantenga mejores constantes vitales (frecuencia cardiaca y respiratoria, 
temperatura corporal, etc). 
 
1.3.5. Contraindicaciones de la lactancia materna (AEP, 2004; OMS, 2009; Baker 
y Baker, 2016; Lönnerdal y Hernell, 2016). 
 
A pesar de que la LH es el alimento ideal para el lactante, existen ciertas 
circunstancias en las que no se recomienda la lactancia materna: 
 
• Infección por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH): está 
demostrada la transmisión de este virus por la LH. El riesgo de transmisión 
aumenta conforme progresa la lactancia, especialmente a partir de los 6 meses. Aun 
así, en países en vías de desarrollo, la OMS recomienda que la madre siga dando el 
pecho en estas circunstancias ya que no se disponen de buenos sustitutos y es 







• Infección por el virus de la leucemia humana de células T (HTLV-1): 
también está demostrada la transmisión de este virus por la LH. Aumenta el riesgo 
en madres con carga viral alta, especialmente cuando la lactancia supera los 6 
meses. 
• Galactosemia: en este caso, el lactante tiene un déficit de algunas enzimas 
que participan en el metabolismo de la galactosa. El déficit parcial o total de la 
galactosa-1-fosfato uridiltransferasa (enzima responsable de convertir la galactosa 
ingerida en glucosa) es lo más común, lo que provoca un aumento de galactosa en 
sangre y orina y una acumulación de metabolitos en el cerebro, cristalino y otros 
órganos. Se debe eliminar de la dieta del lactante la lactosa y galactosa. 
• Consumo de fármacos y/o drogas (heroína, cocaína, anfetamina, 
marihuana): hay pocos fármacos que estén contraindicados durante la lactancia, 
ejemplos serían la bromocriptina, cabergolina, así como tratamientos 
quimioterapéuticos y de radioterapia. 
• Otras circunstancias requieren una valoración individualizada: 
enfermedades infecciosas maternas (hepatitis C, herpes simple, sífilis, 
citomegalovirus, infecciones bacterianas graves, enfermedad de chagas, brucelosis, 
tuberculosis activa, enfermedad de Lyme, varicela y sarampión), enfermedades no 
infecciosas maternas (miastenia gravis, cáncer de mama, otras enfermedades 
crónicas), consumo de productos de herbolario (anís estrellado, hinojo, salvia, 
alfalfa, fucus y eucalipto) y enfermedades del lactante (fenilcetonuria, enfermedad 
de la orina de jarabe de arce o leucinosis). 
Para todas las contraindicaciones comentadas anteriormente, se justifica y 
recomienda la alimentación a base de PL. Otras circunstancias en las que se puede 
alimentar al lactante con PL son por insuficiente producción de LH (5% de las 
mujeres), en lactantes con muy bajo peso al nacer (< 1,5 Kg), muy prematuros       







metabólica, madres diabéticas, menor peso para la edad gestacional, etc.) o por 
elección propia de la madre. 
 
1.4. Preparados para lactantes 
 
Se define a los PL como “alimentos destinados a los lactantes durante los 
primeros meses de vida que satisfacen de por sí las necesidades nutritivas de dichos 
lactantes, hasta la introducción de una alimentación complementaria apropiada” 
(Reglamento (UE) Nº 609/2013). 
 
1.4.1. Legislación vigente 
 
La composición e información de los PL en la Unión Europea (UE) se 
encuentra regulada de forma general mediante el Reglamento (UE) N° 609/2013, 
complementando el Reglamento Delegado (UE) Nº 2016/127. Además, en España, 
sigue vigente la Reglamentación Técnico-Sanitaria (RTS) publicada en el Real 
Decreto (R.D.) 867/2008. 
 
• R.D. 867/2008 por el que se aprueba la RTS de los PL y de los PC. 
Mediante este R.D. se incorpora al derecho español la Directiva 2006/141/CE, 
relativa a los PL y PC, y se actualiza la transposición de la Directiva 1999/21/CE. 
Está en vigor hasta el 22 de febrero de 2020. Una vez derogado este R.D. se podrá 
seguir comercializando PL, elaborados según sus especificaciones, hasta fin de 
existencias. 
 
• Reglamento (UE) N° 609/2013 relativo a los alimentos destinados a los 
lactantes y niños de corta edad, los alimentos para usos médicos especiales y los 







vigor el 20 de Julio de 2016, derogando todas las directivas (Directivas 
2009/39/CE y 2006/141/CE) y reglamentos anteriores (Reglamentos (CE) nº 
41/2009 y (CE) nº 953/2009 de la comisión). 
• Reglamento Delegado (UE) Nº 2016/127, que complementa el Reglamento 
(UE) N° 609/2013 del Parlamento Europeo y del Consejo en lo que respecta a los 
requisitos específicos de composición e información aplicables a los PL y PC, así 
como a los requisitos de información sobre los alimentos destinados a los lactantes 
y niños de corta edad. Este Reglamento, actualmente, se puede aplicar de manera 
voluntaria en su totalidad pero será de obligado cumplimiento a partir del 22 de 
febrero de 2020, excepto lo relativo a los PL y los PC elaborados a partir de 
hidrolizados de proteínas que será aplicable a partir del 22 de febrero de 2021. 
 
1.4.2.  Composición 
  
Como se ha comentado anteriormente (ver apartado 1.3.5. Contraindicaciones 
de la lactancia materna), se dan circunstancias en las que el lactante es 
alimentado total o parcialmente con PL. 
 
Según el R.D. 867/2008, se pueden elaborar tres tipos de PL: a) a partir de 
proteínas de la LV, b) de aislados de proteínas de soja únicamente o de una mezcla 
con proteínas de la LV y c) a partir de hidrolizados de proteínas. 
 
Las principales diferencias entre el R.D. 867/2008 y los Reglamentos (UE) N° 
609/2013 y 2016/127 (ver Tabla 7) es la incorporación de la leche de cabra para la 
elaboración de PL, ya sea mezclada con proteínas de soja y vaca, o sola. Otra 
diferencia es que, en el nuevo Reglamento se exige que el contenido de L-carnitina 
sea ≥ 1,2 mg/100 kcal para los PL. Además, para los hidrolizados de proteínas, 







la relación metionina/cisteína no es superior a 2, así como las concentraciones de 
fenilalanina y de tirosina, si la relación tirosina/fenilalanina no es superior a 2. 
 
Tabla 7. Requisitos de composición básica de los preparados para lactantes 
según el R.D. 867/2008 y los Reglamentos Nº 609/2013 y 2016/127. 
 R.D. 867/2008 Reglamentos N° 609/2013 y 2016/127 
 Mínimo Máximo Mínimo Máximo 
Energía1 60 70 60 70 
Proteínas2* 
LV 1,80 3,00 1,80a 2,50a 
HP 1,80 3,00 1,86 2,80 
APS 2,25 3,00 2,25b 2,80b 
Taurina3 -- 12 -- 12 
Colina3 7 50 25 50 
Lípidos 
Totales2 4,4 6,0 4,4 6,0 
AGT2 <3 -- <3 -- 
AL3 300 1200 500 1200 
ALA3 >50 -- 50 100 
Ratio 
AL/ALA >5 <15 -- -- 
DHA -- <2% TL 20 50 
EPA -- <DHA -- <DHA 
Fosfolípidos4 -- < 2 -- < 2 
Inositol3 4 40 4 40 
Hidratos de carbono 
Totales2 9 14 9 14 
Lactosa 2,c 4,5 -- 4,5 -- 
Sacarosa d -- < 20% THC -- < 20 
Glucosa 2,d -- < 2 -- < 2 
Amp o Amg -- < 30% THC -- 
< 30% 
THC 
FOS y GOS5 -- 




< 0,8 (90% 
GOS y 
10% FOS) 
LV: PL a partir de leche de vaca, HP: PL a partir de hidrolizados de proteínas, APS: PL a partir de aislados de 
proteínas de soja únicamente o una mezcla con proteínas de vaca, AGT: ácidos grasos trans, AL: ácido linoleico, 
ALA: ácido α-linolénico, DHA: ácido docosahexaenoico, EPA: ácido eicosapentaenoico, Amp: almidón 
pretostado, Amg: almidón gelatinizado, FOS: fructooligosacáridos, GOS: galactooligosacáridos, THC: total de 
hidratos de carbono. a incluye también leche de cabra. b incluye también proteínas de cabra. c PL donde los 
aislados de proteínas de soja supongan más del 50% del contenido proteico total o que lleven mención sin lactosa. 
d PL a partir de hidrolizados de proteínas. 
*Contenido de proteínas = contenido de nitrógeno x 6,25.  







No se tienen en cuenta los contenidos de ácido láurico, ni mirístico y se limita el 
uso del jarabe de glucosa, o jarabe de glucosa deshidratado (< 0,84 g/100 kcal). 
Otra novedad en este Reglamento, es la limitación de molibdeno como mineral en 
los PL a partir de LV o de cabra o a partir de hidrolizados de proteínas (como 
máximo 14 µg/100 kcal) y la incorporación de zinc en los PL de aislados de 
proteínas de soja (0,75 y 1,25 mg/100 Kcal como mínimo y máximo 
respectivamente). Además, el contenido mínimo de algunos minerales aumenta, 
como sodio, potasio, cloro, zinc, cobre, yodo y selenio. En el caso de las vitaminas, 
el contenido mínimo aumenta en la vitamina A, D, E, niacina y folato, mientras que 
disminuye para tiamina, riboflavina, biotina, vitamina B6, C y K. Sin embargo, el 
contenido de nucleótidos se mantiene (ver Tabla 8). En ambas legislaciones queda 
prohibido el uso del aceite de sésamo y de algodón. 
 
Algunos compuestos bioactivos presentes en los PL, como fosfolípidos, 
galactooligosacáridos, ácido docosahexaenoico, etc., se encuentran legislados. Sin 
embargo, otros como gangliósidos, ácidos siálicos y esteroles (colesterol y 

















Tabla 8. Requisitos de sustancias minerales, vitaminas y nucleótidos de los 
preparados para lactantes según el R.D. 867/2008  y los Reglamentos nº 609/2013 
y 2016/127. 
 R.D. 867/2008 
Reglamentos N° 609/2013 y 
2016/127 
Mínimo Máximo Mínimo Máximo 
Sustancias 
minerales 
Sodioa 20 60 25 60 
Potasioa 60 160 80 160 
Cloroa 50 160 60 160 
Calcioa 50 140 50 140 
Fósforoa 25 90 25 90 
Magnesioa 5 15 5 15 
Hierroa 0,3 1,3 0,3 1,3 
Zinca 0,5 1,5 0,5 1 
Cobreb 35 100 60 100 
Yodob 10 50 15 29 
Seleniob 1 9 3 8,6 
Manganesob 1 100 1 100 
Flúorb -- 100 -- 100 
Molibdenob -- -- -- 14 
Vitaminas 
Niacinaa 0,3 1,5 0,4 1,5 
Ácido 
pantoténicoa 0,4 2 0,4 2 
Ca 10 30 4 30 
Ec 0,5 5 0,6 5 
Db 1 2,5 2 3 
Tiaminab 60 300 40 300 
Riboflavinab 80 400 60 400 
B6b 35 175 20 175 
Biotinab 1,5 7,5 1 7,5 
Ácido fólicob 10 50 15 47,6 
B12b 0,1 0,5 0,1 0,5 
Kb 4 25 1 25 
Ad 60 180 70 114 
Nucleótidos 
C-5’M -- 2,50 -- 2,50 
U-5’M -- 1,75 -- 1,75 
A-5’M -- 1,50 -- 1,50 
G-5’M -- 0,50 -- 0,50 
I-5’M -- 1,00 -- 1,00 
C-5’M: Citidina 5’-monofosfato, U-5’M: Uridina 5’-monofosfato, A-5’M: Adenosina 5’-monofosfato, G-5’M: 
Guanosina 5’-monofosfato, I-5’M: Inosina 5’-monofosfato. a mg/100 kcal, b µg/100 kcal,                                          






El perfil lipídico de los PL, como previamente se ha mencionado, se consigue 
con mezclas de aceites vegetales. Las fuentes más utilizadas son: aceites de coco, 
girasol, girasol alto en oleico, soja, canola y oleína de palma. Además, los aceites 
del hongo Mortierella alpina y la alga Crypthecodinium cohnii son utilizados como 
fuente de ácidos araquidónico y docosahexaenoico (Zou et al., 2016; Bourlieu et 
al., 2017; Zou et al., 2017). 
 
Con respecto al perfil lipídico de los PL, se deben considerar tres 
modificaciones realizadas para mejorar su similitud con la LH: 
 
• Habitualmente, los aceites se incorporan en forma de GL submicrónicas 
(0,4 µm) estabilizadas mediante proteínas lácteas o tensioactivos no lácteos. Sin 
embargo, recientemente, se ha elaborado un PL conocido como Nuturis® 
(WO2013135739A1) compuesto por grandes GL de origen vegetal (6,25µm) 
rodeadas por fosfolípidos lácteos, simulando la distribución del tamaño de 
partículas, la composición y organización interfacial de la emulsión en la LH (3-5 
µm en LH madura) (Zou et al., 2016; Bourlieu et al., 2017).  
• La producción de matrices lipídicas complejas para simular las propiedades 
físicas y fisiológicas del MFGM o de todo el GG debido a su gran aporte de 
compuestos bioactivos (colesterol, proteínas, lípidos polares, vitaminas 
liposolubles, oligosacáridos y mucinas) y sus favorables propiedades tecnológicas 
(emulgente natural) (Fondaco et al., 2015; Bourlieu et al., 2017; Zou et al., 2017). 
• La producción de lípidos estructurados para simular la distribución 
posicional de los AG y la composición de los TAG de la LH. Estos lípidos 
estructurados son TAG y/o gliceridofosfolípidos modificados química, o 
enzimáticamente, para modificar su composición y/o su posición en el glicerol de 
los AG (conocidos como β-palmitato). Este β-palmitato, se sintetiza mediante 






sn-2 y los AG insaturados en la posición sn-1y sn-3. Se puede incluir en la mezcla 
de aceites para la elaboración de PL ya que aumenta la disponibilidad del ácido 
palmítico y minerales favoreciendo así el crecimiento de los lactantes (Zou et al., 
2016; Bourlieu et al., 2017; Zou et al., 2017). 
 
1.4.3.  Elaboración 
 
Existen tres procedimientos para elaborar PL: proceso de mezcla en húmedo, 
mezcla en seco o combinado: 
 
• Proceso de mezcla en húmedo: se mezclan los ingredientes hidrosolubles 
(minerales, nucleótidos, seroproteínas de leche enriquecidas e hidratos de carbono) 
en leche o agua a 60-70ºC, seguido de la adición de aceites y emulsionantes 
(aceites vegetales y de pescado, lecitina vegetal, lecitina funcionalizada o ésteres 
parciales de glicéridos, proteínas lácteas y grasa láctea). La mezcla se homogeniza 
a alta presión y se enfría. Se consigue así la fragmentación de los glóbulos de grasa 
y de las micelas de caseína. Posteriormente, la emulsión se pasteuriza, o esteriliza, 
y se añaden los ingredientes termolábiles (como vitaminas o AGPI). Se evapora 
hasta sequedad mediante pulverización (Pérez-Chóliz, 2003; Guo et al., 2014; 
Bourlieu et al., 2015b; Happe y Gambelli, 2015). 
• Proceso de mezcla en seco: se mezclan todos los ingredientes en seco, 
tamizando la mezcla para evitar agregados. Este proceso es bastante rápido, 
sencillo y económico. Existe el inconveniente de una posible contaminación 
microbiana debido a la ausencia de un tratamiento térmico (Guo et al., 2014; 
Happe y Gambelli, 2015). 
• Proceso combinado: se llevan a cabo los mismos pasos que en el proceso 
de mezcla en húmedo pero añadiendo al final del secado, por pulverización, los 






aminoácidos, etc. Supone una ventaja económica para el fabricante ya que le 
permite elaborar diversos productos especializados (con fibras dietéticas, 
nucleótidos, etc.) con la misma base (Guo et al., 2014; Happe y Gambelli, 2015). 
 
1.4.4.  Membrana del glóbulo graso de la leche en preparados para lactantes 
 
La MFGM, como se mencionó anteriormente (ver apartado 1.3.2. Glóbulo de 
grasa y membrana del glóbulo de grasa de la leche), es una membrana biológica 
que rodea el GG (Timby et al., 2017).  
 
Hoy en día, se encuentra comercialmente disponible concentrados de MFGM de 
bovino, el cual es un emulsionante natural que puede ayudar a evitar la floculación 
y coalescencia de los GG y a proteger la grasa contra la acción enzimática. Esta 
propiedad emulsionante de la MFGM se debe a que influye en la estabilidad de la 
emulsión aceite-agua gracias a sus proteínas, lípidos polares, proteínas séricas y 
caseínas (Phan et al., 2014; Singh y Gallier, 2017; Timby et al., 2017). 
  
La MFGM podría ser una buena alternativa a los tensioactivos no lácteos y a las 
proteínas lácteas ya que asemeja mejor la estructura y composición de los PL a la 
LH, gracias a que su ratio proteína/fosfolípidos es el adecuado y que aporta una 
mayor concentración de colesterol, en comparación a los PL no enriquecidos con 
MFGM (Claumarchirant et al., 2015; Claumarchirant et al., 2016; Borlieu et al., 
2017). 
 
Desde 1968, se han descrito varios procesos para la obtención de este 
concentrado puro de MFGM y/o de lípidos polares. Sin embargo, se tratan de 
procesos largos, complicados, donde se perdían algunos compuestos de la 
membrana (McPherson et al., 1984). Actualmente, se siguen investigando 






simplificar y acortar este proceso. En general estos procesos (Gassi et al., 2016; 
Holzmüller y Kulozik, 2016), se basan en: 
• Obtención de mantequilla mediante el separador de nata  
• Coagulación de las micelas de caseína con ácido láctico o con renina           
(0,03 % de quimiosina) 
• Microfiltración o ultrafiltración para eliminar proteínas séricas residuales   
• Filtración para eliminar proteínas séricas, lactosa y minerales residuales  
Según Gassi et al. (2016), el producto final contiene aproximadamente, por kg 
de producto en polvo, 660 g de grasa total, 310 g de lípidos polares, 280 g de 
proteínas, 58 g de cenizas y 2 g de calcio. 
 
Según los datos disponibles, la suplementación de los PL con MFGM podría 
contribuir a disminuir el riesgo de infecciones, mejorar la inmunidad, el coeficiente 
intelectual, la coordinación ocular, el rendimiento y la salud intestinal del lactante 
(Bourlieu et al., 2017; Singh y Gallier, 2017; Timby et al., 2017). La MFGM es 
beneficiosa para el sistema digestivo del lactante ya que facilita la lipólisis 
mediante lipasas digestivas y la lipasa activada por sales biliares, naturalmente 
presentes en la LH. Además, aporta nutrientes importantes como el colesterol, 
vitaminas liposolubles, constituyentes funcionales (como oligosacáridos) y 
mucinas los cuales suministran protección al tracto gastrointestinal del lactante 
frente a microorganismos patógenos y virus. En concreto, varios compuestos de la 
MFGM (principalmente lípidos polares y colesterol) se han correlacionado con 
efectos beneficiosos frente a varias enfermedades relacionadas con la salud 
metabólica. La esfingomielina disminuye la absorción intestinal del colesterol ya 
que puede interactuar con este y formar un complejo no absorbible. Algunas 
glicoproteínas de la MFGM podrían proteger a los lactantes de infecciones 
patógenas intestinales. Por otro lado, los glicofosfolípidos contribuyen al desarrollo 








2.1. Estructura (Piironen et al., 2000; García-Llatas y Rodríguez-Estrada, 2011; 
Moreau et al., 2018) 
 
Los esteroles derivan del ciclopentanoperhidrofenantreno con un grupo 
hidroxilo (-OH) en el C-3 y una cadena lateral de 8 a 10 átomos de carbono en el 
C-17 (ver Figura 5). 
 
















































Son compuestos minoritarios presentes en la fracción insaponificable de los 
alimentos. El colesterol es el esterol mayoritario en alimentos de origen animal, 
seguido de sus precursores (lanosterol, latosterol y desmosterol) (ver Figura 5), 
mientras que el β-sitosterol es el esterol vegetal (EV) mayoritario en alimentos de 
origen vegetal, seguido de estigmasterol, campesterol, brassicasterol y avenasterol 






encuentran los fitoestanoles (estanoles), esteroles saturados, los cuales no poseen 
un doble enlace en el anillo. 
 

























La estructura química de los EV difiere del colesterol en su cadena lateral, por 
ejemplo, en el caso del campesterol presenta un grupo metilo en el C-24 y en el 
caso del β-sitosterol y estigmasterol un grupo etilo. Además, los EV pueden 
hallarse en los alimentos en forma libre, esterificada, en forma de glucósidos o 













2.2.1.  Colesterol 
 
En la LH, el esterol mayoritario es el colesterol, el cual procede en un 20% de la 
síntesis de novo y en un 80% deriva del suero sanguíneo, mientras que los EV 
proceden de la dieta de la madre (Ontsouka et al., 2014).  
 
La síntesis de novo del colesterol se da en la mayoría de las células (hepáticas, 
intestinales, epiteliales de la glándula mamaria, etc.) en concreto, comienza en el 
citosol de la célula y termina en el RE (Mazein et al., 2013) (ver Figura 7). 
 
La síntesis de colesterol comienza con la formación de 3-hidroxi-3metilglutaril-
coenzima A (HMG-CoA) a partir de una molécula de acetil-CoA y una de 
acetoacetil-CoA catalizada por la enzima 3-hidroxi-3metilglutaril-coenzima A 
sintasa (HMGCS). Seguidamente, la enzima 3-hidroxi-3metilglutaril-coenzima A 
reductasa (HMGCR), reduce el HMG-CoA en mevalonato (paso limitante de la 
biosíntesis de colesterol). A continuación, el mevalonato es fosforilado por la 
adenosín trifosfato (ATP) generando varios intermediarios fosforilados activos. 
Seis moléculas de isopentenilpirofosfato (formados mediante descarboxilación) se 
condensan y reducen, mediante nicotinamida-adenina-dinucleótido-fosfato 
(NADPH), formando una molécula de escualeno. Éste se cicla, mediante la acción 
de la enzima ciclasa, dando lugar al lanosterol. Por último, el lanosterol se 
descarboxila (su núcleo esteroide) y reduce (su doble enlace en la posición 24 de la 
cadena lateral) formándose colesterol por la acción de la enzima ∆24-reductasa 
(Fernández et al., 2003; Nes, 2011; Mazein et al., 2013; Alphonse y Jones, 2016; 







Figura 7. Ruta de síntesis del colesterol (basado en Fernández et al., 2003 y 




























































2.2.2. Esteroles vegetales 
 
La síntesis de EV en las células vegetales comienza con la formación del 
cicloartenol a partir de escualeno. Después de sucesivas reacciones, se forma 
campesterol a partir de 24-metilenelofenol y ∆7- avenasterol, ∆5,7- avenasterol 
isofucosterol, β-sitosterol y estigmasterol a partir de 24-etilidenelofenol (Nes et al., 
2000 y Sonawane et al., 2016). En la Figura 8 se representa la vía de síntesis de los 
EV. 
 
Figura 8. Ruta de síntesis de los esteroles vegetales (basado en Nes et al., 2000 
y Sonawane et al., 2016). 
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2.3. Funciones fisiológicas en el lactante 
 
Se conocen varios de los efectos fisiológicos de los esteroles en el adulto 
(hipocolesterolemiante, anticancerígeno, antiateroesclerótico, antiinflamatorio, 
etc.) (Awad et al., 2008; García-Llatas y Rodríguez-Estrada, 2011; Othman y 
Moghadasian, 2011; Silbernagel et al., 2015; López-García et al., 2017; Pascual et 
al., 2017). Sin embargo, en el lactante solo es conocido el efecto del colesterol, 
siendo necesario realizar más estudios. 
 
El colesterol actúa, principalmente, estabilizando la estructura de la membrana 
plasmática, siendo crucial para el desarrollo de tejidos y órganos, principalmente el 
cerebro, ya que se trata de un componente esencial para la formación de la mielina 
de la materia blanca (Dietschy y Turley, 2004). Por otro lado, el colesterol es 
precursor de ácidos biliares, lipoproteínas, vitamina D y hormonas, claves para el 
correcto desarrollo del lactante. Además, participa en varias rutas de señalización 
(Cook, 2015; Woollett y Heubi, 2016). Cabe mencionar que, en la membrana 
plasmática de las células, el equilibrio y la interacción entre el DHA y el colesterol 
puede modular la composición de las balsas lipídicas, implicando varias 
modificaciones en las rutas de señalización con consecuencias metabólicas y 
cambiar las funciones de los canales, de las enzimas y receptores asociados con la 
membrana. Sin embargo, aún no se conocen las consecuencias clínicas que puedan 
tener estos fenómenos en el lactante (Delplanque et al., 2015; Woollett y Heubi, 
2016). 
 
Los lactantes alimentados con LH ingieren hasta cinco veces más colesterol que 
los lactantes alimentados con PL (28-150 versus 24 mg/día, respectivamente), ya 
que la LH contiene hasta 7 veces más colesterol que los PL (14 versus 2 mg/100 
mL, respectivamente) (Hibberd et al., 1982; Kallio et al., 1992; Wong et al., 1993; 






lactantes alimentados con LH presentan mayores niveles de colesterol sérico y una 
tasa de síntesis fraccional de colesterol tres veces menor, que los lactantes 
alimentados con PL. Estos hechos sugieren que la ingesta de colesterol, además de 
otros posibles factores, podría modular el metabolismo del colesterol en la infancia. 
En este sentido, se podría hipotetizar que los lactantes alimentados con una dieta 
rica en colesterol están “programados” para regular a la baja (“down-regulate”) la 
tasa de síntesis fraccional de colesterol de una manera más extensa que los 
lactantes alimentados con una dieta baja en colesterol. Este fenómeno se ha 
relacionado con menores niveles de colesterolemia en la vida adulta, previniendo 
así de enfermedades cardiovasculares (Owen et al., 2002; Owen et al., 2008). Sin 
embargo, no hay información concluyente con respecto a la relación entre la 
lactancia materna y la prevención de enfermedades cardiovasculares en la vida 
adulta, por lo que son necesarios más estudios (Wong et al., 1993; Delplanque et 
al., 2015; Koletzko, 2016; Woollett y Heubi, 2016). 
 
2.4. Determinación en alimentos para lactantes 
 
2.4.1. Técnicas analíticas 
 
En las Tablas 9 y 10 se muestran las técnicas analíticas utilizadas para la 
determinación de colesterol y otros esteroles en PL y en LH, respectivamente, 
halladas tras la revisión bibliográfica efectuada. Además, se indican los estudios 
que llevan a cabo la validación del método. 
 
Con respecto a las técnicas analíticas, algunos autores llevan a cabo, una 
extracción previa de la grasa, seguida de una saponificación, fría o en caliente, o 
una saponificación directa sobre la muestra, seguida de una extracción de la 






Tablas 9 y 10, la mayoría de los autores inyectan directamente una pequeña parte 
de la fracción insaponificable, sin someterla a una derivatización previa. Las 
técnicas analíticas más utilizadas para la determinación de esteroles en los PL y la 
LH son cromatografía de gases (CG), cromatografía líquida de alta resolución 
(CLAR), espectrofotometría tras un método enzimático (E-E) y, en menor medida, 
cromatografía de capa fina (CCF). 
 
Los métodos cromatográficos aportan información detallada del perfil de 
esteroles ya que permiten la identificación y cuantificación de los esteroles 
individualmente, sin embargo, son métodos largos que requieren un tiempo para la 
purificación previa de la muestra, son más complicados de aplicar en estudios con 
un gran número de muestras y suponen mayor coste económico que los 
espectrofotométricos. En contraste, los métodos E-E no aportan información sobre 
el contenido individual de esteroles distintos al colesterol, ni del total de esteroles, 
es más, sobreestiman el contenido de colesterol (~ 20%) (Haug y Harzer, 1984), ya 
que la enzima colesterol oxidasa, oxida el grupo 3β-hidroxil presente también en 
otros esteroles (desmosterol, latosterol, campesterol, estigmasterol y β-sitosterol) 
(Wortberg, 1975; Haug y Harzer, 1984). Sin embargo, son métodos más rápidos y 
se pueden aplicar en estudios con un gran número de muestras.  
 
Por otro lado, cabe destacar que, en la bibliografía, no existe ningún estudio que 
realice una validación completa para la determinación de EV en PL o en LH. 
Además, muy pocos autores validan estos métodos para la determinación de 
colesterol en estos alimentos para lactantes, pero, no siempre evalúan todos los 
parámetros analíticos (ver Tablas 9 y 10). 
 
Según el Consejo Internacional de Armonización (ICH, 2005), se deberían 






la finalidad de demostrar que el método analítico es válido para el propósito 
indicado: 
 
• Especificidad y/o selectividad (interferencia de matriz), es la evaluación 
del analito estudiado en presencia de impurezas, productos de degradación y 
componentes de la matriz. 
• Linealidad, es la obtención de resultados proporcionales directa, o 
indirectamente, por medio de una transformación matemática, a la concentración 
de analito estudiado en un intervalo conocido. 
• Límite de detección (LD), es la menor cantidad de analito que puede 
detectarse en una muestra, aunque no necesariamente cuantificarse, en las 
condiciones del método evaluado. Se corrobora si la cantidad del analito se 
encuentra por encima o por debajo del límite y se calcula aplicando la fórmula: LD 
= 3 x (desviación estándar/pendiente de la curva de calibración). 
• Límite de cuantificación (LC), es la menor cantidad de analito que puede 
cuantificarse con precisión y exactitud en una muestra, en las condiciones del 
método evaluado. Se calcula con la fórmula: LC = 10 x (desviación 
estándar/pendiente de la curva de calibración). 
• Precisión, es el grado de coincidencia entre los resultados de las muestras 
individuales (alícuotas) de una muestra homogénea. Se puede diferenciar entre la 
precisión intradía, coincidencia dentro de un periodo corto para el mismo analista 
con la misma instrumentación y la precisión interdía, coincidencia en los resultados 
del mismo laboratorio, pero en días diferentes.  
• Exactitud, es el porcentaje de analito recuperado o la diferencia entre el 
valor obtenido y el valor real. Una de las maneras de evaluar la exactitud es 
mediante ensayos de recuperación, que es la adición de una cantidad conocida de 







Los valores que se obtienen al evaluar estos parámetros analíticos deben estar 
dentro del intervalo de los valores de referencia publicados por alguna institución 
internacional, como la Asociación Oficial de Químicos Analíticos (AOAC, 2012), 
para poder afirmar que el método es apto para la determinación del analito 
estudiado, en este caso, esteroles en LH y PL. 
 
Debido a la escasez de estudios sobre validación de métodos analíticos para la 
determinación de esteroles en LH y PL, en la presente Tesis Doctoral se ha 
optimizado y se han evaluado los parámetros analíticos de un método 
cromatográfico (CG-FID) para la determinación de esteroles en PL y LH y se ha 
comparado el contenido en colesterol obtenido en LH con un método E-E, además, 
de la puesta a punto y validación de un método cromatográfico (CG-FID) y su 
comparación con un método E-E para la determinación de esteroles en muestras de 
LH, dando lugar a las publicaciones: Hamdan, I. J. A., Claumarchirant, L., Garcia-
Llatas, G., Alegría, A., Lagarda, M. J. 2017. Sterols in infant formulas: validation 
of a gas chromatographic method. Int J Food Sci Nutr, 68, 695−703; y Hamdan, I. 
J.A., Sanchez-Siles, L.M., Matencio, E., Garcia Llatas, G., Lagarda, M. J. 2018. 
Cholesterol content in human milk during lactation. A comparative study of 






Tabla 9. Determinación de esteroles en preparados para lactantes. 




Derivatización Técnica analítica Validación Referencias 
PL + 3β-dihidrocolesterol (PI); 
extracción con disolventes 
Saponificación; 
extracción fase sólida 
Acetilación: piridina-
acético anhídrido (20:3 
v/v) 
CG; columna DB 
(0,32 mm x 30 m); 
horno: 250 a 330°C 
(10°C / min) 
-- Wong et al., 1993 
-- 
PL + KOH (0,9 M, 
EtOH) (80 ºC, 1h); FI + 
Hx; evaporación; + Isp; 
CCF 
-- CG-FID -- Huisman et al., 1996 
5 g PL con 30 mL H2O + 60 
mL Isp + 45 mL Hx; 
centrifugación (2000 xg, 10 
min) (x2); + Na2SO4 (0,47 M) ; 
evaporación 
0,20 g grasa + 40 µg α-
colestanol; 
saponificación (noche, 
20ºC); evaporación; + 2 
mL dietil éter; 1 mL FI; 
evaporación; + 0,5 mL 
Isp: Heptano (2:98 v/v); 
filtración; + 5 mL 
acetona; evaporación; + 1 
mL acetonitrilo; CCF 
Derivatización a TME 
CLAR-DAD; columna 
Superspher 100 RP 18 
(250 mm x 4 mm); 
fase móvil: H2O-
actonitrilo (1:9 v/v) 
-- Zunin et al., 1998 
10 mL PL líquido o 5g PL 
polvo con 30 mL H2O + Hx/Isp 
0,20 g grasa + 40 µg α-
colestanol; 
saponificación (noche, 
20ºC); evaporación; + 2 
mL dietil éter; 1 mL FI; 
evaporación; + 0,5 mL 
Isp: Heptano (2:98 v/v); 
filtración; + 5 mL 
acetona; evaporación; + 1 
mL acetonitrilo; CCF 
Derivatización a TME 
CLAR-DAD; columna 
Superspher 100 RP 18 
(250 mm x 4 mm); 
fase móvil: H2O-
actonitrilo (1:9 v/v) 













Derivatización Técnica analítica Validación Referencias 
1g PL liofilizada con 12 mL+ 
CHCl3-MetOH (2:1 v/v) 
0,005% BHT; centrifugación 
(800 xg, 5 min); purificación 
(columna con NaSO4); 
evaporación; + 2 mL CHCl3-
MetOH 
1g grasa + 10 mg 5β-
colestano (PI) + 8 mL 
pirogalol + 0,5 mL KOH 
(80ºC, 30 min) + 20 mL 
Hx + 12 mL H2O; 
evaporación; + 1 mL Hx 
-- 
CG-FID, columna SAC-
5 (30 mm x 0,20 mm); 
inyector: 270ºC; 
detector: 300ºC; horno: 
155 (20ºC/min), 275ºC 
(30 min) 
-- Maduko y Park, 2007 
PL + 60 mL acetona:éter 
(1:1) (x3); evaporación 
0,5 g grasa + 1 mg 
detriacontano (PI) + 50 
mL KOH (2 M, MetOH) 
(100 ºC, 1h) + 50 mL H2O 
(x5) + 25 mL éter dietílico 
(x3) + 25 g Na2SO4; 
evaporación 
-- 
CG-FID; columna de 
vidrio (1 m x 4 mm); 
Chromosorb W (HP) 
80/100; inyector: 290ºC; 
detector: 300ºC  
Linealidad Kamelska et al., 2011 
-- 
-1mL PL + 1,2 mL EtOH+ 
0,8 mL KOH (50%) (70 
ºC, 30 min) +1 mL H2O + 
1 mL Hx (x3); 
centrifugación (4000 xg, 3 
min) (x3); evaporación; + 




SupelcosilTM LC-SI (75 
x 3.0 mm); fase móvil: 
Hx/1,4 dioxano (97,5/2,5 
v/v) 





Tabla 9. Determinación de esteroles en preparados para lactantes (continuación). 
BHT: butilhidroxitolueno, BSTFA: N,O-Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida), CCF: cromatografía de capa fina, CG: cromatografía de gases, CG-FID: cromatografía de gases 
con detector de ionización de llama, CLAR: cromatografía líquida de alta eficacia, CLAR-DAD: cromatografía líquida de alta eficacia-detector diodo array, EtOH: etanol, FI: 
fracción insaponificable, Hx: hexano,  Isp: isopropanol, LC: límite de cuantificación, LD: límite de detección, MetOH: metanol, PI: patrón interno, PL: preparados para 
lactantes, PVDF: fluoruro de polivinilideno, TMCS: trimetilclorosilano, TME: trimetil éter, UV: detector ultravioleta. 




Derivatización Técnica analítica Validación Referencias 
1 g PL + 1 mL ammonia 
(28%) + 5 mL H2O + 4 mL 
EtOH + 10 mg 5α-colestano 
(PI) + 4g MgSO4; 
centrifugación (4000 rpm, 5 
min, 4ºC) 
4 mL muestra + 0,2 mL 
KOH (2M, MetOH); 
centrifugación (4000 rpm, 
5 min, 4ºC) 
-- 
CG-FID; columna HP-5 
(30 m x 0,25 mm); 
inyector: 280ºC; 
detector: 290ºC; horno: 
250ºC (25 min), 290ºC 





Jeong et al., 2012 
1g PL con 10 mL H2O +10 
mL alcohol isopropílico 
+ (NH4) 2 SO4 + 
CH3COONa + NaCl + 
Na2SO4 + MgCl2 + MgSO4; 
centrifugación (4000 rpm, 5 
min, 4ºC) 
4 mL grasa + 25 mg KOH 
+ 1,6 g NaCl + 100 mg 
NH2; centrifugación (4000 
rpm, 5 min, 4ºC), 
filtración (0,45µm PVDF) 
-- 
CLAR-UV, columna 
Xterra C18 (4,6 mm x 
250 mm); longitud de 
onda: 210 nm; horno: 
40ºC; fase móvil: bomba 
A = MetOH + EtOH 
(50:50) 85%; bomba B = 





Ahn et al., 2012 
2 mL PL + 40 mL CHCl3-
MetOH (1:1 v/v) + 0,05% 
BHT (60ºC, 20 min) +20 mL  
CHCl3; filtración; + 20 mL 
KCl (1 M) (noche, 4ºC); 
decantación; 2 h a 4ºC; 
filtración; evaporación; + 10 
mL Hx:Isp (4:1 v/v) 
+ 20 µg epicoprostanol 
(PI) + 2,5 mL KOH (2M) 
(65ºC, 1 h) + 5 mL H2O + 
20 mL éter; decantación; + 
4 mL KOH (0,5 M) + 10 
mL NaCl (20%); pH 
neutro; + NaSO4; 2 h a 
4ºC; filtración; 
evaporación; + 10 mL 
Hx:Isp (4:1 v/v) 
Evaporación; + 100 µL 
BSTFA + 1% 
TMCS/Piridina (10:3 v/v) 
(65ºC, 1h); evaporación; + 
3 mL Hx; filtración; 
evaporación; + 100 µL Hx 
CG; columna CP-Sil 8 
(50 m x 0,225 mm); 
inyector: 280ºC; 
detector: 300ºC;  horno: 
150ºC (3 min), 280ºC 
(30 ºC / min, 28 min), 
295ºC (10 ºC / min, 10 
min) 





Tabla 10. Determinación de esteroles en leche humana. 
Extracción de la grasa Saponificación y extracción del insaponificable Derivatización Técnica Analítica Validación Referencias 
Ultrasonidos (frío, 20 
min) 
1 mL LH +  KOH (EtOH) 
(90ºC, 3h); + éter + heptano + 
ácido 
+ 50 µL TMS CG -- Mellies et al., 1979 
-- -- -- E-E -- Hibberd et al., 1982 
LH + CHCl3: MetOH 
(2:1 v/v) -- -- CCF -- 
Bitman et al., 
1983 
1 mL LH + 5 α-
colestano + 9 mL 
CHCl3: MetOH (2:1 v/v) 
+ 1,5 mL MetOH + 6 
mL CHCl3  + 3,5 mL 
NaCl (0,6%) 
CCF; + CHCl3: MetOH (9:1 
v/v); + NaOH (EtOH); + CHCl3 
 
-- 
CG; columna 3% SE-30 
(1,83 m x 2 mm); inyector: 
260ºC; detector  260ºC; 
horno: 240ºC 
-- Clark et al., 1983 
-- -- -- 




-- Harzer et al., 1983 
• – 
• LH + 22-
cetocolesterol (PI) 
-- -- • E-E 
• CLAR -- 
Haug y Harzer, 
1984 
LH + 5-α-colestano Saponificación; FI + Hx Derivatización CG; columna SE-30 (35 m) -- 
Kallio et al., 
1989 
LH + 3β-
dihidrocolesterol (PI) + 
CHCl3:MetOH (2:1 v/v) 
Saponificación; purificación (1-
g de sílice, fase sólida) 
+ Piridina acética anhidra 
(20:3 v/v) 
CG; columna DB (0,32 
mm x 30 m); horno: 250ºC 
(10ºC/min), 330ºC 






Tabla 10. Determinación de esteroles en leche humana (continuación). 
Extracción de la grasa Saponificación y extracción del insaponificable Derivatización Técnica Analítica Validación Referencias 
-- 
LH + KOH (0,9 M, EtOH) 
(80ºC, 1h); FI + Hx + 0,5 mL + 
CHCl3/MetOH (2:1 v/v) + 5 mL 
NaCl; CCF 
-- CG-FID -- Huisman et al., 1996 
10 mL LH + Hx/Isp 
0,20 g grasa + 40 µg α-
colestanol; saponificación 
(noche, 20ºC); evaporación; + 2 
mL dietil éter; 1 mL FI; 
evaporación; + 0,5 mL Isp: 
Heptano (2:98 v/v); filtración; + 
5 mL acetona; evaporación; + 1 
mL acetonitrilo; CCF 
Derivatización a TME CG -- Scopesi et al., 2002 
-- -- -- E-E  
Al-Tamer & 
Mahmood et al., 
2004 
-- 
LH + 5α-colestano (PI); 
saponificación; extracción FI; 
CCF 
Derivatización a TME CG; columna SE-30     (50 m) -- 










Tabla 10. Determinación de esteroles en leche humana (continuación). 
Extracción de la grasa Saponificación y extracción del insaponificable Derivatización Técnica Analítica Validación Referencias 
1 g LH + 
dihidrocolesterol (PI) + 
20 mL CHCl3:MetOH 
(2:1 v/v); 
homogenización; 
centrifugación; + 4 mL 
H2O; centrifugación 
(2000 rpm); + MetOH/ 
H2O (1:1 v/v); 
centrifugación (2000 
rpm) 
CCF; + 2 mL Hx: éter (1:1 v/v); 
evaporación BSTFA (60ºC, 30 min) 
CG-MS/MS; columna SGE 
(60 m x 0,250 mm ); 
inyector: 260ºC; fuente: 
200ºC; transfer line: 
280ºC; horno: 57ºC 
(40ºC/min), 240ºC 
(10ºC/min), 280ºC (20 
min) 
 
-- Benoit et al., 2010 
-- 
1mL LH + 1,2 mL EtOH+ 0,8 
mL KOH (50%) (70 ºC, 30 min) 
+ 1 mL H2O + 1 mL Hx (x3); 
centrifugación (4000 xg, 3 min) 
(x3); evaporación; + 600 µL 
Hx/1,4 dioxano (97,5/2,5 v/v) 
-- 
CLAR-DAD; columna 
SupelcosilTM LC-SI (75 x 
3.0 mm); fase móvil: 





Ramalho et al., 
2011 
-- 
2 mL LH + 9 mL EtOH + 1 mL 
KOH (60ºC, 1 h, 200 rpm) ; + 5 
mL H2O + 10 mL Hx (x2); 
centrifugación (2000 rpm, 3 
min); evaporación; + 5 mL 
CHCl3 








Tabla 10. Determinación de esteroles en leche humana (continuación). 
Extracción de la grasa Saponificación y extracción del insaponificable Derivatización Técnica Analítica Validación Referencias 
• -- 






• 2 mL LH + 9 mL EtOH + 1 
mL KOH (60ºC, 1 h, 200 
rpm) ; + 5 mL H2O + 10 mL 
Hx (x2); centrifugación (2000 
rpm, 3 min); evaporación; + 5 
mL CHCl3 
• 0,5 g grasa + 1 mg 
detriacontano (PI) + 50 mL 
KOH (2 M, MetOH) (100 ºC, 
1h) + 50 mL H2O (x5) + 25 




• CG-FID; columna de 




Linealidad Kamelska et al., 2013 
2 mL LH + 40 mL 
CHCl3: MetOH (1:1 v/v) 
0,05% BHT; 
homogenización (250 
W, 3 min); + 20 mL 
CHCl3 + 20 mL KCl (1 
M) (noche, 4ºC); 
evaporación 
+ 3 mL KOH (1M, MetOH) 
(65ºC, 1 h) + 20 mL éter 
dietílico; filtración; + 2 mL Isp 
-- 
E-E; Kit enzimático 
Boehringer Mannheim/ R-
Biopharm No. 











Tabla 10. Determinación de esteroles en leche humana (continuación). 
Extracción de la grasa Saponificación y extracción del insaponificable Derivatización Técnica Analítica Validación Referencias 
• -- 




• 2 mL LH + 9 mL EtOH + 1 
mL KOH (60ºC, 1 h, 200 
rpm) ; + 5 mL H2O + 10 mL 
Hx (x2); centrifugación (2000 
rpm, 3 min); evaporación; + 5 
mL CHCl3 
• 0,5 g grasa + 1 mg 
detriacontano (PI) + 50 mL 
KOH (2 M, MetOH) (100 ºC, 
1h) + 50 mL H2O (x5) + 25 




• CG-FID; columna de 










0,3 g LH + 1 mg epicoprostanol 
(PI) + 20 mL KOH (1 M, 
EtOH); + 20 mL KOH (1 M, 
H2O); centrifugación (2000 
rpm, 5 min); alícuota 10 mL FI; 
evaporación 
100 µL BSTFA + 25 µL 
TMCS (80ºC, 45 min); 
evaporación; + 2 mL BSA 
CG-FID; columna DB-5 
(30 m x 0,32 mm); 
inyector: 250ºC; detector: 
325ºC; horno: 75ºC (1 
min), 275ºC (25ºC / min, 






Beggio et al., 
2018 
 
ATR-FTIR: reflectancia total atenuada-espectroscopía de infrarrojos por transformada de Fourier, BHT: butilhidroxitolueno, BSA: N,O-bis (trimetilsilil) acetamida), 
BSTFA: N,O-bis (trimetilsilil) trifluoroacetamida), CCF: cromatografía de capa fina, CG: cromatografía de gases, CG-FID: cromatografía de gases con detector de 
llama de ionización, CLAR: cromatografía líquida de alta eficacia, CLAR-DAD: cromatografía líquida de alta eficacia-detector diodo array, CG-EM: cromatografía de 
gases con espectrometría de masas,  E-E: enzimático-espectrofotométrico, EtOH: etanol, FI: fracción insaponificable, Hx: hexano,  Isp: isopropanol, LC: límite de 







2.4.2. Contenidos  
 
En las Tabla 11 y 12 se recogen los contenidos de colesterol y otros esteroles 
determinados en PL y LH por otros autores. 
 
El contenido de colesterol en LH varía entre 1,1 y 36 mg/100 mL (teniendo en 
cuenta solo la LH madura), mientras que en los PL su contenido suele ser superado 
por el de EV (ver Tabla 11). Si no se tiene en cuenta los PL enriquecidos con 
huevo, MFGM y grasas animales, su contenido varía entre 0,3 y 13 mg/100 mL, lo 
que suponen hasta tres veces menos contenido de colesterol en los PL que en la 
LH.  
 
Tabla 11. Contenidos de esteroles (mg/100 ml) en preparados para lactantes. 
Grasa 
(g/100 mL)  Colesterol Otros esteroles Referencias 
3,4 - 3,5 1,0 - 3,6a -- Wong et al., 1993 
-- 1,2 - 4,6 
Campesterol: 1,20 - 3,20 
Huisman et al., 1996 Estigmasterol: 0,41 - 1,24 β-Sitosterol: 3,32 - 8,29 
Otros esteroles: 0,8 
3,3 - 3,7 1,7 - 25,1b β-Sitosterol: 1,10 - 3,57b Zunin et al., 1998 
2,8 - 3,3 0,3 - 25,8 -- Scopesi et al., 2002 
-- 9,7 - 9,9 
Campesterol: 2,2 - 4,3 
Maduko y Park, 2007 Estigmasterol: 2,5 - 5,0 β-Sitosterol: 2,5 - 4,5 
Otros esteroles: 3,6 - 4,6 
3,1 - 3,7 0,4 -  6,7 -- Kamelska et al., 2011 
-- 12,5 - 12,9 -- Ramalho et al., 2011 
-- 3,2 - 8,9 -- Jeong et al., 2012 
-- 3,0 - 8,4 -- Ahn et al., 2012 
2,9 - 4,0 1,5 - 5,1 
Desmosterol: 0,25 - 0,43 
Claumarchirant et al., 2015 
Brassicasterol: 0,14 - 0,28 
Campesterol: 0,72 - 1,15 
Estigmasterol: 0,27 - 0,53 
β-Sitosterol: 1,82 - 3,01 
Sitostanol: 0,03 - 0,9 







En la bibliografía, existen cuatro estudios que comparan el contenido de 
colesterol de los PL y la LH. Según Wong et al. (1993) (2,3 ± 1,1 versus 14,2 ± 3,3 
mg/100 g) y Huisman et al., 1996 (2,2 ± 1,3 versus 12,8 ± 1,1 mg/100 mL), los PL 
contienen hasta seis veces menos colesterol que la LH madura. En contra, Scopesi 
et al. (2002) (7,3 ± 9,1 versus 12,0 ± 4,0 mg/100 mL) y Ramalho et al. (2011) (12,7 
± 0,3 versus 13,0 ± 4,1 mg/100 mL) no encuentran diferencias entre los PL y la LH 
madura. 
 
Otras diferencias a destacar son las siguientes: en la LH se encuentran presentes 
precursores del colesterol, como latosterol y lanosterol, debido a que las CEM son 
capaces de sintetizar de novo el colesterol, mientras que en los PL están ausentes. 
Por el contrario, en los PL pueden estar presentes EV como el brassicasterol y el 
sitostanol, a causa de la adición de aceites vegetales, como el aceite canola. 
Además, los EV presentes en los PL pueden estar hasta 34 veces en más 
concentración que en la LH (3,0 – 13,5 versus 0,4 - 4,0 mg/ 100 mL) (ver Tablas 
11 y 12).  
 
Es de interés conocer también la evolución de los esteroles a lo largo de la 
lactancia, desde calostro hasta LH madura. No se han encontrado estudios sobre la 
















Tabla 12. Contenidos de esteroles (mg/100 mL) en leche humana. 
Muestras Grasa (g/100 mL) Colesterol Otros esteroles Referencias 
Madura 2,1 - 5,0 9,7 - 28,9 2,9 - 11,2 Mellies et al., 1979 
Calostro -- 27,0 - 36,6 -- 
Hibberd et al., 1982 Transición -- 23,6 - 27,5 -- 
Madura -- 22,1 - 22,8 -- 
Calostro 1,7 - 2,4 13,8 -- 
Bitman et al., 1983 Transición 2,6 - 3,2 12,5 -- 
Madura 3,2 - 4,9 8,0 - 13,0 -- 
Transición 3,90 11,00 Desmosterol: 0,6 Clark et al., 1983 Madura 4,1 - 5,2 9,7 - 10,4 Desmosterol: 0,9 - 1,3 
Calostro -- 27,0 - 35,0 -- 
Harzer et al., 1983 Transición --     25,0 - 28,0 -- 
Madura -- 20,0 - 21,0 -- 
Madura -- 19,2 - 22,8 
Desmosterol: 0,8 





Madura -- 15,7 - 18,9 
Desmosterol: 1,1 - 1,5 
Lanosterol: 0,09 - 0,12 
Latosterol: 0,04 - 0,11 
Otros: 0,5 - 0,6 
Kallio et al., 1989 
Madura 18,1 - 44,1a 0,11 - 0,17a -- Wong et al., 1993 
Transición -- 12,9 - 20,4 -- Huisman et al., 1996 Madura -- 12,0 - 13,5 -- 
Madura 1,6 - 5,6 6,5 - 18,4 -- Scopesi et al., 2002 
Calostro -- 24,1 - 32,5 -- Al-Tamer y Mahmood, 2004 
Madura -- 11,6 - 19,3 
Desmosterol: 1,3 - 3,2 
Latosterol: 0,02 - 0,07 
Campesterol: 0,04 - 0,09 
β-Sitosterol: 0,01 - 0,03 
Otros: 0,3 - 1,0 
Laitinen et al., 2009 
Madura -- -- 
Desmosterol: 51,7 - 222, 4b 
Latosterol: 0,0 - 4,4b 
β-Sitosterol: 0,1 - 0,7b 
Estigmasterol: 0,0 - 0,2b 
Otros: 0,1 - 5,1b 
Benoit et al., 2010 
Calostro -- 29,1 - 29,3 Desmosterol: 3,0 - 3,2 Ramalho et al., 2011 Madura -- 9,4 - 17,9 Desmosterol: 0,5 - 2,2 
Madura -- 3,4 - 13,0 -- Kamelska et al., 2012 
Madura -- 2,3 - 31,6 -- Kamelska et al., 2013 
Madura 2,2 - 3,1    10,9 - 11,7 -- Álvarez-Sala et al., 2015 
Madura 1,8 - 5,6 1,1 - 5,2 -- Kamelska et al., 2015 
Madura -- 4,5 - 36,0 -- Beggio et al., 2018 







Sin embargo, algunos autores sí estudian la evolución de los contenidos de 
colesterol (Hibberd et al., 1982; Bitman et al., 1983; Clark et al., 1983; Harzer et 
al., 1983; Huisman et al., 1996; Ramalho et al., 2011) y desmosterol (Clark et al., 
1983 y Ramalho et al., 2011) durante la lactancia. En estos estudios, son varios los 
autores que han observado una disminución en el contenido de colesterol, entre el 
23 y 44% (desde el calostro a la LH madura): 29,8 ± 1,3 versus 12,9 ± 6,9 mg/100 
mL (Hibberd et al., 1982; Bitman et al., 1983; Harzer et al., 1983; Huisman et al., 
1996; Ramalho et al., 2011), sin embargo, Clark et al. (1983) no observan 
diferencias significativas entre el contenido de colesterol en la etapa de transición 
(11,0 mg/100 mL) y en la LH madura (10,1 mg/100 mL). Con respecto al 
desmosterol, existen discrepancias, según Clark et al. (1983), en la LH madura es 
un 47% más elevado que en la etapa de transición (1,1 versus 0,6 mg/100 mL, 
respectivamente), mientras que Ramalho et al. (2011) observan que en la LH 
madura es un 52% menor que en el calostro (1,5 versus 3,1 mg/100 mL, 
respectivamente) (ver Tabla 12). 
 
Cabe destacar que el contenido de colesterol difiere dependiendo de la 
procedencia geográfica de la muestra, observándose mayor contenido de colesterol 
en muestras de la costa de Estados Unidos en comparación con zonas del centro del 
mismo país (16,4 versus 10,1 mg/100 mL, respectivamente) (Mellies et al., 1979; 
Clark et al., 1983). Asimismo, se observa que el contenido de colesterol en 
muestras de LH procedentes de la costa de diferentes países es similar entre ellos, 
variando entre 12 y 15,8 mg/100 mL, teniendo en cuenta siempre el mismo periodo 
de lactancia (1 a 3 meses) y la misma técnica analítica (CG) (Kallio et al., 1989; 
Huisman et al., 1996; Scopesi et al., 2002; Ramalho et al., 2011). 
 
Por otro lado, es también de interés conocer el ratio de esteroles animales/EV de 
los PL y la LH. De los escasos estudios publicados que analizan simultáneamente 







deducir que en la LH este ratio es elevado, ya que los EV, como ya se ha 
comentado, se hallan a niveles muy bajos (ver Tabla 12). Huisman et al. (1996) 
observaron que el ratio de esteroles animales/EV en PL oscilaba entre 0,4 y 1,2 
mientras que en los estudios de Maduko y Park (2007) y Claumarchirant et al. 
(2015) variaba entre 0,03 y 0,9. En este sentido, aunque no se conoce la 
implicación que podría tener en la salud de los lactantes esta diferencia en el perfil 
de esteroles entre la LH y PL, interesaría que se asemejara lo máximo posible al de 
la LH ya que es el patrón para la elaboración de los PL. 
 
En este contexto, en la presente Tesis Doctoral, se ha evaluado la evolución del 
contenido de esteroles a lo largo de la lactancia con muestras de España 
procedentes de dos zonas geográficas de España (centro: Madrid) y (litoral: 
Valencia-Murcia), además de ensayar la bioaccesibilidad de estos esteroles y 
calcular su ingesta, dando lugar a una publicación: Hamdan, I. J.A., Sanchez-Siles, 
L.M., Matencio, E., Bermúdez, J.D., Garcia Llatas, G., Lagarda, M. J. 2018. 
Sterols in human milk during lactation: bioaccessibility and estimated intakes (En 




















3.1. Digestión en el lactante 
 
Después del parto, un recién nacido a término (≥ 37 semanas de gestación) debe 
enfrentarse al desafío de nutrirse mediante una alimentación vía oral en lugar de la 
alimentación parenteral a través del cordón umbilical que mantenía en el útero de 
su madre. Asimismo, el  lactante pasa de tomar pequeños volúmenes de líquido 
amniótico a grandes cantidades de calostro o LH madura, ya que es capaz de 
coordinar la succión durante el proceso de deglución. Además, gracias a la primera 
ingesta de calostro, el intestino delgado y grueso crecen de manera muy rápida, con 
la finalidad de digerir y absorber completamente los nutrientes (Commare y 
Tappenden, 2007; Neu, 2007).  
 
La digestión de los macronutrientes se produce principalmente en las etapas 
gástrica e intestinal de la digestión, ya que la etapa oral en los lactantes es muy 
breve (10-15 segundos) (Nguyen et al., 2015). La hidrólisis de las proteínas se da 
gracias a la acción del ácido clorhídrico del estómago y las proteasas del intestino. 
Durante las primeras 24-48 horas del lactante, su pH gástrico se mantiene entre 5,5 
y 7, siendo relativamente baja la secreción de ácido clorhídrico, el cual ejerce de 
barrera biológica frente a los microorganismos. A partir de las 24 semanas de 
gestación, se puede detectar la enteroquinasa activa (conocida también como 
enteropeptidasa), aunque su actividad es muy baja. La alimentación del lactante 
estimula la secreción de esta enzima en el intestino delgado, la cual cataliza la 
cascada de proteasas pancreáticas digestivas. Además, activa la conversión de 
tripsinógeno en tripsina, el cual activa a su vez varios zimógenos (precursores 
enzimáticos inactivos). Un lactante nacido a término alcanza solo el 25% de la  







Tanto el déficit de ácido clorhídrico, como la baja actividad de la enteroquinasa, 
podrían limitar la digestión de las proteínas, pudiendo esta última ser responsable 
del aumento del paso de antígenos y microorganismos al intestino. En este 
contexto, las proteínas hidrolizadas podrían ser mejor digeridas. Después de la 
digestión intestinal, se absorben pequeños péptidos y aminoácidos a través de las 
microvellosidades (Neu, 2007; Nguyen et al., 2015).  
 
En la digestión de los lípidos, se diferencian las fases gástrica e intestinal, en las 
cuales participan varias lipasas, incluyendo la lipasa presente en la propia LH 
(lipasa estimulada por las sales biliares), así como las lipasas: lingual, gástrica y 
pancreática. En la fase gástrica, los lípidos de la LH se digieren mediante la lipasa 
gástrica, la cual se encuentra activa en un amplio intervalo de pH (1,5-7,0). Esta 
lipasa no requiere de sales biliares como cofactor. Además, los AG producidos en 
la fase gástrica estimulan la actividad de la lipasa pancreática. 
 
En la fase intestinal, los lípidos deben emulsionarse, mediante sales biliares, 
antes de su hidrólisis mediante la lipasa pancreática. Parece ser que los lactantes 
alimentados con LH son capaces de digerir los lípidos de manera más eficaz en el 
intestino delgado que los lactantes alimentados con PL gracias a la importante 
actividad de la lipasa estimulada por las sales biliares presente en la LH. Además, 
cabe destacar que, en esta etapa, se da la formación de micelas mixtas, ya que los 
productos de la hidrólisis de los lípidos son compuestos insolubles en el medio 


















AB: ácidos biliares, AG: ácidos grasos, C: colesterol, CE: colesterol esterificado, DAG: diacilglicéridos, FL: 
fosfolípidos, MAG: monoacilglicéridos, TAG: triacilglicéridos. 
 
 
Los lactantes nacidos a término poseen actividades de lactasa, sucrasa, maltasa, 
isomaltasa y glucoamilasa (enzimas intestinales) comparables a los de un adulto. 
La actividad de la lactasa se incrementa de manera importante entre las 24 y 40 
semanas de gestación, siendo poco común, en los lactantes, la intolerancia a la 






















Las condiciones digestivas del recién nacido y lactante son muy complejas y de 
difícil reproducción. Sin embargo, es necesario conocerlas para desarrollar 
métodos in vitro que simulen de la manera más fiel posible sus condiciones 
fisiológicas in vivo. El desarrollo de dichas metodologías ayudará a la evaluación 
de la biodisponibilidad (BD) de nutrientes y compuestos bioactivos en alimentos 
destinados al lactante. 
 
3.2. Métodos de evaluación de la biodisponibilidad 
 
El término BD hace referencia a la fracción ingerida de un nutriente o 
compuesto bioactivo disponible para su uso en funciones fisiológicas o para ser 
almacenado (Fernández-García et al., 2009). La BD consta de tres pasos 
fundamentales: a) la digestión y solubilidad del compuesto en el tracto 
gastrointestinal (TGI); b) la absorción del compuesto a través de las células 
intestinales y el transporte por el  torrente sanguíneo; y c) la incorporación desde la 
circulación al órgano diana. Además, la BD incluye dos términos: la 
bioaccesibilidad (BA) y la bioactividad. La BA se conoce como la fracción de un 
compuesto que es liberado de su matriz alimentaria en el TGI y se encuentra 
disponible para su absorción intestinal. Mientras que la bioactividad se define 
como el efecto fisiológico de un nutriente o compuesto bioactivo sobre el órgano 
diana, este concepto incluye la captación tisular y su consecutiva respuesta 
fisiológica (Alegría et al., 2015). 
 
La BD del nutriente o compuesto bioactivo ingerido depende de muchos 
factores como la matriz alimentaria, su dosificación y procesado y los parámetros 
gastrointestinales (vaciado gástrico, temperatura,  pH, tiempo de transición, etc.) 
(Guerra et al., 2012).  Existen, principalmente, dos métodos para evaluar la BD de 







Los métodos in vivo se subdividen, a su vez en: estudios de concentración 
tisular y estudios de balance químico. En los estudios de concentración tisular se 
monitoriza el incremento de la concentración de un nutriente o compuesto 
bioactivo en el plasma (Fernández-García et al., 2009; Cardoso et al., 2015). 
Mientras que en los estudios de balance, se determina la cantidad absorbida 
mediante la medida de la diferencia entre la cantidad  ingerida y la excretada. A 
pesar de que los métodos in vivo aportan los resultados más precisos, son más 
complejos, lentos, costosos en comparación con los métodos in vitro y presentan 
problemas éticos (Hur et al., 2011; Benshitrit et al., 2012). 
 
Por su parte, mediante los estudios in vitro puede conocerse la BA de un 
nutriente o compuesto bioactivo. Para este propósito, se pueden aplicar dos 
modelos diferentes: estáticos o dinámicos (Cardoso et al., 2015). 
 
Los modelos estáticos simulan las condiciones del TGI mediante dos o tres 
etapas: salival, gástrica e intestinal. La fase gástrica se reproduce mediante la 
adición de pepsina, bajo unas condiciones de temperatura (37 ºC) y  pH (1-2) fijas 
durante un periodo de tiempo establecido (1-3 horas) con una agitación constante. 
Seguidamente, para la etapa intestinal (mismo reactor), se adicionan enzimas 
pancreáticas, con o sin sales biliares, con una agitación constante para simular los 
movimientos peristálticos a una temperatura (37 ºC) y pH (6-7) fijos (Guerra et al., 
2012 y Cardoso et al., 2015). 
 
Estos modelos son de preferencia para estudios de “screening”. Así, son útiles 
para estudiar la influencia de la estructura y composición de un alimento (tamaño 
de partícula, adición de emulgentes, alimentos fortificados, etc.), los factores 
dietéticos (interacción entre los componentes del alimento como, por ejemplo, la 
fibra, minerales, etc.), el procesado de los alimentos (tratamientos térmicos o no 







nutriente o compuesto bioactivo. Permiten, por lo tanto, establecer el valor 
nutricional y mejorar el diseño y/o formulación de un alimento. Sin embargo, estos 
modelos estáticos no reproducen los procesos dinámicos que ocurren durante la 
digestión humana como es el caso del vaciamiento gástrico o cambios en el pH y la 
continua secreción de enzimas, etc. (Guerra et al., 2012; Alegría et al., 2015). 
 
A pesar de sus limitaciones, una reciente revisión indica que, en la evaluación 
de macronutrientes, la digestión estática in vitro es un buen predictor de la 
situación in vivo, especialmente en emulsiones simples estables, disoluciones de 
proteína simples y almidón. Es más, en la evaluación de micronutrientes, se ha 
demostrado que la BA in vitro de los carotenoides predice razonablemente su BD 
in vivo (Bohn et al., 2017).  
 
Aunque los modelos estáticos son simples y fáciles de aplicar existe en la 
bibliografía una falta de consenso con respecto a las condiciones fisiológicas 
aplicadas, dando lugar a diferentes modelos que impiden la comparación de los 
resultados obtenidos entre estudios. Para minimizar este problema, la red 
(INFOGEST) creada a partir de un proyecto COST, propuso una estandarización 
de un método de digestión estático simulando las condiciones fisiológicas in vivo 
de un adulto sano (Minekus et al., 2014). Este método fue posteriormente validado 
gracias a un amplio estudio interlaboratorio en el que se evaluaba la proteólisis, 
actividad de la pepsina, generación de péptidos y liberación de aminoácidos (Egger 
et al., 2016).  
 
En el caso del lactante, no existe aún un método armonizado, no obstante, 
recientemente se ha propuesto un modelo estático de digestión in vitro simulando 
las condiciones fisiológicas in vivo de este grupo de población, como un primer 
paso para alcanzar un consenso (Ménard et al., 2018). Este método consiste en dos 







en el que el alimento se encuentra presente en la cavidad oral al hallarse en estado 
líquido (ver Tabla 13). Previamente, este grupo de investigación validó un método 
dinámico in vitro simulando la digestión del lactante. Este método consiste también 
en una etapa gástrica e intestinal pero monitorizada constantemente por un 
ordenador. Para la validación de este método se compara con un ensayo in vivo 
realizado con lechones observándose una buena correlación entre ambos métodos 
(Ménard et al., 2014). 
 
Tabla 13. Métodos in vitro propuestos para simular la digestión del lactante. 
Etapas Modelo estático  (Ménard et al., 2014) 
Modelo dinámico  
(Ménard et al., 2018) 
Gástrica 
-Ratio alimento:fluido gástrico 
(63:37) 
-Enzimas: 
• Pepsina (268 U/mL) 
• Lipasa (19 U/ mL) 
-60 min, 37ºC, pH=5,3 
-Volumen ingerido: 150 mL 
-Volumen en ayunas: 30 mL 
-pH (curva): y = -0,011* t + 5,4 
-Enzimas:  
• Pepsina (1250 U/mL), flujo: 0,25 
mL/min 
• Lipasa (60U/mL), flujo: 0,25 
mL/min 
-Tiempo de tránsito: t1/2 = 70 min 
Intestinal 
-Ratio alimento:fluido gástrico + 
intestinal (39:61) 
-Enzimas: 
• Pancreatina (lipasa: 90 U/mL) 
• Bilis (3,1 mmol/L) 
- 60 min, 37ºC, pH=6,6 
-Volumen en ayunas: 5 mL de solución 
biliar (1%) + 5 mL de solución 
pancreática (10%) 
-pH (curva): se mantiene a 6,5 
-Enzimas: 
• Bilis (1%), flujo: 0,5 mL/min 
• Pancreatina (10%), flujo: 0,25 
mL/min 
-Tiempo de tránsito: t1/2 = 200 min 














Por otra parte, los modelos dinámicos pretenden simular en mayor medida las 
condiciones in vivo.  Existen modelos dinámicos que solo simulan la parte alta o 
principio del TGI como es el caso del modelo gástrico dinámico (DGM) y el 
simulador gástrico humano (HGS), aportando información sobre la digestión 
gástrica exclusivamente (Abrahamse et al., 2012).  Los modelos dinámicos bi- o 
multi-compartimentales como los modelos del TNO (The Netherlands 
Organization) “TIM-1” y “TIM-2”, simulan mejor las condiciones  in vivo. El 
“TIM-1” (modelo gastrointestinal) consiste en una serie de compartimentos 
(estómago, duodeno, yeyuno e ileón) controlados por un ordenador que regula la 
temperatura, cambios de pH en el compartimento gástrico e intestinal, vaciado 
gástrico, adición de pepsina, jugo pancreático  y/o bilis y la diálisis. La secreción 
de la α-amilasa, jugo gástrico, bilis y pancreatina se lleva a cabo mediante bombas 
conectadas al compartimento del TGI, mientras, que la regulación del pH se lleva a 
cabo mediante la adición de ácido clorhídrico en el estómago y el bicarbonato 
sódico en el intestino (Guerra et al., 2012; Cardoso et al., 2015). Este modelo 
ofrece la posibilidad de simular las condiciones del TGI de adultos y lactantes 
(Abrahamse et al., 2012).  Por otra parte, el “TIM-2” simula el intestino grueso y es 
igualmente monitorizado por un ordenador. Este modelo puede simular la 
movimientos peristálticos controlando la presión y la absorción de agua y 
nutrientes (Benshitrit et al., 2012).  Otro modelo que reproduce la fermentación del 
colon es el simulador del ecosistema microbiano intestinal humano (SHIME), que 
simula todo el TGI (desde el estómago hasta el colon) (Guerra et al., 2012). 
 
Finalmente, cabe mencionar que la fracción bioaccesible (FB) que se obtiene 
gracias a un modelo estático o dinámico in vitro, se puede adicionar tras una 
filtración a los medios de cultivos celulares para la evaluación de la BD del 







al., 2011). Las líneas celulares más utilizadas son (Poquet y Wooster, 2016): Caco-
2, IEC-6 y HT-29. 
 
Las células Caco-2, a pesar de derivar de un adenocarcinoma de colon humano, 
cuando llegan a su confluencia al ser cultivados en laboratorio, muestran una serie 
de propiedades biológicas y morfológicas del intestino delgado, como las 
microvellosidades y la expresión de enzimas y transportadores. Estas células se han 
utilizado ampliamente para estudiar la absorción de lípidos ya que tienen la 
capacidad de realizar todas las funciones relacionadas con el transporte intestinal 
de lípidos. Las células IEC-6 derivan de las células epiteliales intestinales de rata 
inmadura. Las células HT-29 provienen del carcinoma de colon humano y tienen 
muchas características del enterocito; se han utilizado para estudiar fármacos y el 
transporte de nutrientes y son capaces de captar lípidos (Poquet y Wooster, 2016).  
 
3.3. Biodisponibilidad de esteroles 
 
Como ya se ha mencionado anteriormente, la BD puede verse influida por 
varios factores. En el caso de compuestos lipofílicos, como los esteroles, influye: la 
matriz alimentaria en la que se encuentran, estructura química del esterol, presencia 
de AG y TAG, fosfolípidos, fibra, moléculas presentes en la interfase, presencia y 
tipo de proteínas, tamaño y superficie del GG y efectividad de enzimas como la 
colesterol esterasa y la lipasa pancreática (Borel et al., 2003; Marze et al., 2015; 
Gleize et al., 2016; Hernández-Álvarez et  al., 2016). 
 
Es importante mencionar que, para la absorción intestinal de los esteroles es 
necesario la incorporación de los mismos en la micelas mixtas (Jesch et al., 2006). 
No se ha hallado hasta la fecha, ningún estudio que evalúe la BA de los esteroles en 







empleando sistemas modelos biliares y con métodos de digestión in vitro en otros 
alimentos. 
 
Los sistemas modelos biliares, consisten en micelas mixtas sintetizadas 
artificialmente a partir de lípidos y sales biliares como el glicodeoxicolato, 
taurodeoxicolato o taurocolato sódico. En estos estudios, se ha observado que el 
colesterol es el esterol más soluble, seguido del β-sitosterol y campesterol. El 
estigmasterol es el que presenta menor solubilidad y podría deberse, en parte, al 
doble enlace de su cadena lateral. Además, se ha indicado que este efecto es in vivo 
no con micelas, la presencia de EV desplaza significativamente al colesterol de las 
micelas mixtas, ya que compiten entre ellos por incorporarse a las mismas al 
presentar una estructura química similar y, además, las micelas mixtas tienen una 
capacidad limitada para incorporar compuestos hidrofóbicos como los 
esteroles/estanoles. De los EV estudiados (brassicasterol, campesterol, 
estigmasterol, β-sitosterol, colestanol y estigmastanol), el colestanol ejerció el 
mayor desplazamiento, siendo el colesterol soluble solo entre un 23-33%, mientras 
que el brassicasterol y estigmasterol presentaron menor efecto en sistemas con 
micelas mixtas. Por otro lado, se ha observado que los diferentes esteroles 
presentan diferentes tendencias en cuanto a la eficacia para transferirse desde la 
matriz alimentaria a las micelas, lo cual depende a su vez de su punto de fusión e 
hidrofobicidad (Armstrong y Carey, 1987; Mel’nikov et al., 2004; Jesch et al., 
2006; Matsuoka et al., 2007 y 2010; Brown et al., 2010; Stevens et al., 2010; 
Gleize et al., 2016). 
 
Por su parte, Malaki Nik et al. (2011) evaluaron, en emulsiones modelo (a base 
de proteínas y aceite de soja), la transferencia de EV (mezcla de 40-58% β-







porcentajes de transferencia en la digestión duodenal in vitro (5-120 min) del 
conjunto de EV, oscilaron entre 72 y 93%.  
 
En el caso de los estudios que simulan la digestión gastrointestinal in vitro en 
alimentos. Bohn et al. (2007) evaluaron el efecto de la suplementación de “test 
meals” con productos enriquecidos con EV (no grasos) sobre la solubilidad del 
colesterol. La composición de los “test meals” fue la siguiente: 2 mL de una bebida 
de vainilla, 540 µg de 13C2-colesterol disueltos en 0,02 mL de aceite de oliva y 2 
mL del producto enriquecido con EV disuelto en zumo de naranja (27g de 
colesterol o 456 mg de EV o 1 pastilla de vitaminas y minerales o 1 pastilla de 
vitaminas y minerales con 456 mg de EV o 456 mg de EV del concentrado en 
polvo). En este estudio se observó que de los productos ensayados, los suplementos 
de vitaminas y minerales enriquecidos con EV y el concentrado en polvo de EV, 
fueron los que en mayor medida desplazaron al colesterol (BA = 30%) impidiendo 
su incorporación en  las micelas mixtas. Según los autores, con este estudio se 
demuestra que la capacidad de los EV para desplazar al colesterol, puede verse 
afectada por la matriz alimentaria, y que para mejorar la solubilidad de los EV en 
sistemas acuosos se debe adicionar un emulgente como, por ejemplo, la lecitina. En 
nuestro grupo de investigación, se ha evaluado el efecto de diferentes matrices 
(bebidas a base de zumo y leche y leches fermentadas, enriquecidas con EV) en la 
BA de los esteroles (Alemany et al., 2013; Vaghini et al., 2016; Álvarez-Sala et al., 
2016). En general, se observó que el colesterol presentaba la mayor BA% (entre 53 
y 99%), en comparación con los EV (entre 3 y 31%). Considerando las matrices 
individualmente, se observó  que, en las leches fermentadas (Vaghini et al., 2016), 
el campesterol (entre 9 y 20%) y β-sitosterol (entre 6 y 17%) presentaban el doble 
de BA que en las bebidas (entre 4 y 8% y entre 3 y 6, respectivamente) (Alemany 
et al., 2016). Es más, en las bebidas (una con adición de MFGM y grasa láctea y 







(entre 28 y 31%) duplicó la hallada en las leches fermentadas y en las otras bebidas 
ensayadas (Álvarez-Sala et al., 2016). Sin embargo, se ha observado que la 
presencia de galactooligosacáridos no ejerce influencia en la BA de los EV en 
bebidas similares a base de zumo y leche (Blanco-Morales et al., 2018). 
 
Como ya se ha mencionado anteriormente, debido a la inexistencia de estudios 
en este campo, en la presente Tesis Doctoral, se ha evaluado la BA de los esteroles 
(animales y vegetales) en tres PL y en LH, en tres etapas de lactancia diferentes 
(calostro, 1 mes y 3 meses). Los resultados se han publicado en dos artículos: 
Hamdan, I. J. A., Sanchez-Siles, L.M., Garcia-Llatas, G., Lagarda, M. J. 2018. 
Sterols in infant formulas: a bioaccessibility study. J Agric Food Chem, 66, 1377-
1385; y Hamdan, I. J.A., Sanchez-Siles, L.M., Matencio, E., Bermúdez, J.D., 
Garcia Llatas, G., Lagarda, M. J. 2018. Sterols in human milk during lactation: 
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Resumen de resultados y discusión 
De acuerdo con los objetivos, se muestra a continuación el resumen de resultados 
de la presente Tesis Doctoral. La metodología aplicada en cada uno de los estudios se 
describe en los correspondientes artículos (Anexos I y II). 
1. Evaluación de esteroles en PL
1.1. Validación de un método cromatográfico (Hamdan et al., 2018. Int J Food Sci 
Nutr, 2017, 68, 695-703) 
Los PL podrían llegar a sustituir, o a complementar la LH, por lo que interesa 
asemejar esta matriz lo máximo posible a la LH. Al comparar el perfil de esteroles, se 
observa que la relación entre los esteroles animales y EV presente en los PL es muy 
diferente a la LH, variando incluso entre diferentes PL, siendo necesario el estudio de 
esta fracción. A pesar de que existen métodos oficiales para la determinación de 
esteroles en aceites vegetales y grasas animales (ISO 12078:2006; ISO 12228-1:2014; 
IUPAC Method 2.401; IUPAC Method 2.403) mediante cromatografía, no existe un 
método oficial para la determinación de estos compuestos en PL. Es más hasta la fecha, 
solo se han publicado dos trabajos (Ahn et al., 2012; Jeong et al., 2012) en los que se 
validan dos métodos cromatográficos diferentes para la determinación de colesterol en 
PL, sin tener en cuenta la presencia de los EV.  
Por este motivo, se ha validado un método cromatográfico (CG-FID) para la 
determinación de los esteroles animales (colesterol y desmosterol) y EV 
(brassicasterol, campesterol, estigmasterol, β-sitosterol y sitostanol) más abundantes 
presentes en los PL a base de leche de vaca. Los parámetros analíticos evaluados son: 
selectividad, linealidad, LD, LC, precisión y exactitud (mediante ensayos de 
recuperación). Seguidamente, este método se ha aplicado a seis PL (IF-1 a IF-6) y un 




Resumen de resultados y discusión 
Con respecto a la selectividad y linealidad, cabe destacar que no existe interferencia 
de matriz. Además, las curvas de calibrado obtenidas de todos los esteroles muestran 
una buena linealidad, con coeficientes de correlación superiores a 0,99 y t calculadas 
superiores a sus t críticas indicando una correlación lineal de todos los esteroles. El 
intervalo de concentraciones ensayadas para el colesterol (198-3168 mg/L) es más 
amplio que los estudios publicados anteriormente (5-200 mg/L) (Ahn et al., 2012; 
Jeong et al., 2012) debido a que los PL enriquecidos con MFGM ( IF-5 y IF-6) pueden 
contener hasta dos veces más colesterol que los PL sin este ingrediente (IF-1 a IF-4 y 
IF-7) (Timby et al., 2014; Claumarchirant et al., 2015), ya que el colesterol representa 
el 95% de los esteroles del MFGM (Fauquant et al., 2007).  
 
En cuanto a los LD y LC, cabe mencionar que el método permite la detección de 
todos los esteroles a concentraciones superiores a 0,008 mg/100 g y la cuantificación a 
concentraciones superiores a 0,02 mg/100 g. El LC para el colesterol es entre tres y 
cuatro veces menor que los obtenidos por Ahn et al. (2012) y Jeong et al. (2012). 
La precisión intradía es inferior al 9% y la interdía menor del 20% para todos los 
esteroles ensayados, siendo la precisión intradía similar a la obtenida por Ahn et al. 
(2012) (3,2-12,2%) y Jeong et al. (2012) (2,6-8,9%). Asimismo, los valores de 
precisión intradía e interdía se hallan dentro del intervalo permitido por la AOAC 
(2012) para las concentraciones ensayadas. No obstante, cabe mencionar que la 
precisión intradía del estigmasterol y β-sitosterol se encuentran en el límite del 
intervalo aceptado. 
 
Los resultados obtenidos en los ensayos de recuperación oscilan entre 93% y 108% 
para todos los esteroles. En el caso del colesterol (99%), este valor es del mismo orden 
que los publicados por Ahn et al. (2012) y Jeong et al. (2012) (99,5-99,6%). Del mismo 
modo, los valores obtenidos se encuentran dentro del intervalo considerado aceptable 
por la AOAC (2012) para las concentraciones ensayadas. 
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Resumen de resultados y discusión 
Asimismo, los contenidos individuales de esteroles presentes en las muestras 
estudiadas son superiores a sus LD y LC, indicando la idoneidad del método para su 
aplicación a la determinación de esteroles en PL. 
En general, el contenido de esteroles totales oscila entre 2,5 y 5,1 mg/ 100 mL. En 
los IF-1, IF-3 y IF-4, el contenido de β-sitosterol (2,4 - 3,0 mg/ 100 mL, EV 
mayoritario) es superior al contenido de colesterol (1,6 – 2,4 mg/ 100 mL). Sin 
embargo, en las muestras IF-2 y IF-7 (PC), es lo contrario (colesterol > β-sitosterol, 2,4 
- 3,1 versus 1,5 - 2,2 mg/ 100 mL, respectivamente), y en los IF-5, IF-6 (enriquecidos
con MFGM) el contenido de esteroles animales (5,5 mg/ 100 mL) es superior a los
contenidos de EV (4,9 mg/ 100 mL). Los perfiles de esteroles de los IF-5 y IF-6 son
más cercanos al de la LH (esteroles animales > EV), aunque el contenido de colesterol
en la LH suele ser más alto que en estos PL. Esta variabilidad en el perfil de esteroles
se atribuye a la utilización de diferentes ingredientes en la formulación de estos PL. En
este sentido, la adición de un ingrediente rico en MFGM ayuda a reducir las diferencias
en el contenido de colesterol de los PL con respecto a la LH, obteniendo así un ratio de
esteroles animales/EV superior a 1.
1.2. Determinación de la bioaccesibilidad (Hamdan et al., 2018. J Agric Food Chem, 
66, 1377-1385) 
Actualmente, interesa conocer la BA de los compuestos bioactivos, como los 
esteroles, presentes en los PL y no solo su contenido con el fin de optimizar la 
formulación de los PL.  
Se ha seleccionado tres PL (IF-3, IF-5 y IF-6) para la evaluación de la BA de 
esteroles (colesterol, desmosterol, brassicasterol, campesterol, estigmasterol y β-
sitosterol) mediante una digestión gastrointestinal in vitro simulando las condiciones in 
vivo del lactante. La única fuente de grasa de la IF-3, son aceites vegetales, mientras 
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grasa láctea. Para la evaluación de la BA se ha precisado validar un método 
cromatográfico (CG-FID) para la determinación de los esteroles de la FB. 
 
El colesterol es el esterol más abundante en los PL que contienen grasa láctea y 
MFGM (42% del total de esteroles en IF-5 y 53% en IF-6), siendo dos veces más alto 
que en IF-3 (25%). Sin embargo, a pesar de que la adición de MFGM duplica la 
cantidad de colesterol en la IF-6 con respecto a la IF-3, no se observa el mismo 
aumento en la IF-5, probablemente debido a su diferente proporción de algas, hongos y 
aceites de pescado utilizados como ingredientes, siendo éstos las fuentes principales de 
desmosterol. En la IF-3 el β-sitosterol fue el esterol más abundante (44%), 
representando un 38% y 29% en IF-5 y IF-6, respectivamente.  
 
Se corrobora que el método cromatográfico propuesto es adecuado para la 
determinación de esteroles en FB ya que presenta unos coeficientes de correlación altos 
(> 0.99) en las curvas de calibrado, bajos LD (< 1 mg/100 g) y LC (< 4 mg/100 g), 
buena precisión intradía (< 6%) e interdía (< 13%) y unas recuperaciones aceptables 
según la AOAC (2012) oscilando entre 87 (desmosterol) y 106 % (β-sitosterol). 
 
La IF-6 presenta el mayor contenido de esteroles animales y totales en la FB 
seguido de IF-5 y IF-3. La BA de los esteroles totales fue similar en IF-3 y IF-6 (76 y 
72%, respectivamente) y más alta en IF-5 (55%). Este hecho podría atribuirse a la 
presencia de galactooligosacáridos (fibra soluble) en la muestra IF-5 ya que la fibra 
dietética podría disminuir la liberación de esteroles durante la digestión 
gastrointestinal. En general, la fibra dietética afecta a la viscosidad reduciendo la 
emulsión de los lípidos y la lipólisis de los AG (Minekus et al., 2005; López-Marcos et 
al., 2015). Con respecto a los esteroles animales y totales, el orden de BA es el 
siguiente: IF-3 > IF-6 > IF-5, a pesar de que la relación entre la BA de los esteroles 
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Considerando los esteroles individualmente, se ha observado que, en general, el 
colesterol muestra mayor BA que los EV, coincidiendo con su menor solubilidad y 
mayor hidrofobicidad, esta misma tendencia, se ha descrito en otros productos lácteos 
(Alemany et al., 2013 y Alvarez-Sala et al., 2015).  
 
El diferente comportamiento de la BA del colesterol entre los distintos PL podría 
explicarse por dos factores relacionados con la composición y estructura en la interfaz 
de la emulsión: a) competición entre los esteroles por su incorporación a la micela 
mixta. Este mecanismo podría explicar la menor BA del colesterol en la IF-5, ya que 
esta muestra presenta elevados contenido de esteroles totales, con mayor proporción de 
EV que animales, estos esteroles competirían entre si pudiendo precipitar el colesterol. 
Además, la cantidad de EV con  cadena lateral saturada (β-sitosterol y campesterol) es 
superior en IF-5 que en IF-3 y IF-6, siendo la mayor hidrofobicidad de estos esteroles 
responsable de la mejor transferencia a las micelas mixtas desplazando y reduciendo 
así al colesterol (Moran-Valero et al., 2012; Alvarez-Sala et al., 2016), b) tipo y 
cantidad del emulsionante: el contenido de fosfolípidos, proteínas y otros 
emulsionantes pueden afectar la tasa de digestión de compuestos lipofílicos. En la 
presente Tesis se observa una relación inversa entre el contenido de esfingomielina y 
fosfolípidos y la BA del colesterol, el PL con menor BA de colesterol (IF-5), contiene 
mayor cantidad de esfingomielina (14 mg/100 mL), mientras que el PL (IF-3) con 
mayor BA de colesterol contiene menos esfingomielina (10 mg/100 mL) y 
fosfolípidos. Este fenómeno podría deberse a la capacidad de la esfingomielina y 
fosfolípidos en la reducción de la absorción intestinal del colesterol (Borel et al., 2003; 
Noh et al., 2004; Claumarchirant et al., 2016; Gleize et al., 2016; Norris et al., 2016). 
 
Con respecto a otros esteroles, el orden de BA es el siguiente: campesterol > β-
sitosterol > estigmasterol en IF-5 y IF-6. Matsuoka et al. (2010) han observado el 
mismo orden de solubilidad para patrones de esteroles en sistemas modelos; además, la 
presencia de un etilo en la cadena lateral del estigmasterol y β-sitosterol puede 
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(Armstrong et al., 1987; Stevens et al., 2010). De forma similar, Alemany et al. (2013) 
han observado que el campesterol presenta mayor BA que el estigmasterol y β-
sitosterol en bebidas de leche y/o fruta enriquecidas con EV. 
 
2. Evaluación de esteroles en LH 
 
Se han recogido muestras de LH procedentes de dos zonas geográficas diferentes de 
España, costa (Valencia-Murcia) y centro (Madrid) correspondientes a cinco etapas de 
lactancia: calostro (0-5 días, n = 33), transición (6-15 días, n = 33), 1 mes (16-60 días, 
n = 41), 3 meses (61-135 días, n = 42) y 6 meses (136-240 días, n = 30). Con estas 
muestras se han elaborado diez “pools” (un pool de cada zona geográfica y etapa de 
lactancia). Este estudio se encuentra aprobado por el Comité de Ética y por el Comité 
de Lactancia Materna del Hospital Universitario Puerta del Hierro-Majadahonda 
(Madrid, España) y las voluntarias firmaron el correspondiente consentimiento 
informado (Anexo III). Han participado 65 mujeres españolas sanas, con edades 
comprendidas entre 18 y 40 años, y con lactantes nacidos a término alimentados con 
LH, no fumadoras, de estatus económico medio-alto, con una dieta sin suplementación 
con esteroles ni restricción calórica. 
 
2.1. Validación y comparación de un método enzimático y un método cromatográfico 
(Hamdan et al., 2018. J Agric Food Chem, 66, 6373-6381) 
 
Son escasos los estudios que  han evaluado el perfil de esteroles en LH (centrándose 
principalmente en colesterol y desmosterol) y solo tres estudios validan un método para 
la determinación de estos esteroles animales en la LH (Ramalho et al., 2011; Alvarez-
Sala et al., 2015; Kamelska et al., 2015).  
 
Se ha validado un método cromatográfico (CG-FID) para la determinación de 
esteroles (colesterol, desmosterol, latosterol, campesterol, estigmasterol, lanosterol y β-
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determinación de colesterol. La validación de ambos métodos se llevó a cabo con un 
“pool” de LH madura de 4 voluntarias españolas sanas, entre 25 a 35 años de edad. 
Una vez validados, se han aplicado ambos métodos para estudiar la evolución de los 
contenidos de colesterol en muestras de LH procedentes de 5 etapas de lactancia 
(calostro, transición, 1,3 y 6 meses), con la finalidad de evaluar la técnica analítica más 
adecuada para la determinación de colesterol en LH. Los parámetros analíticos 
evaluados son: selectividad, linealidad, LD, LC, precisión y exactitud (mediante 
ensayos de recuperación).  
 
Con respecto a la selectividad y linealidad, cabe destacar, que se han detectado 
interferencias de matriz para el colesterol, desmosterol, latosterol y β-sitosterol (p < 
0,05) determinados mediante CG, siendo necesario cuantificar con curvas de calibrado 
adicionadas de matriz para todos los esteroles. Estas curvas de calibrado muestran una 
buena linealidad, ya que los coeficientes de correlación son superiores a 0,98 y todas 
las t calculadas son superiores a la t crítica (3,18), lo que indica una correlación lineal 
para todos los esteroles. Al comparar la linealidad obtenida con la bibliografía, se 
observa que son pocos son los estudios que describen el uso de curvas de calibrado 
para cuantificar esteroles en LH (principalmente colesterol y desmosterol). A pesar de 
que Ramalho et al. (2011) publica curvas de calibrado para la cuantificación de 
colesterol y desmosterol con coeficientes de correlación superiores a 0,999, mediante 
un método de saponificación directa (método CLAR), no realizan ensayos de efecto de 
matriz. Por su parte, Kamelska et al. (2011) usan una curva de calibrado para la 
cuantificación de colesterol en PL mediante CG, aplicándola también más tarde en 
muestras de LH (Kamelska et al., 2012; Kamelska et al., 2015), mostrando una 
sensibilidad cinco veces menor en comparación con la conseguida en el presente 
trabajo.  
El método propuesto mediante CG permite la detección de los esteroles cuando 
están presentes a concentraciones superiores a 2 µg/100 g de LH y su cuantificación a 
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menor, y 6 veces menor para el desmosterol que los obtenidos por Ramalho et al. 
(2011) (40 y 20 µg/100 mL, respectivamente).  
 
La precisión intradía es inferior al 12% y la interdía menor del 18% para todos los 
esteroles analizados por CG, siendo la precisión intradía para el colesterol y 
desmosterol similar a los obtenidos por Ramalho et al. (2011) (< 2% y < 3% para 
ambos compuestos, respectivamente) mediante CLAR. Kamelska et al. (2015) obtienen 
valores de precisión hasta siete veces más altos (< 21%) que los obtenidos con el 
método propuesto para el colesterol, mediante un método saponificación directa con 
CG. Los valores de precisión intradía e interdía están incluidas en el intervalo 
considerado adecuado por la AOAC (2012) para las concentraciones ensayadas. En 
cuanto a la precisión del método E-E, los valores obtenidos intradía (5%) e interdía 
(8%) para el colesterol se encuentran en el límite del intervalo mencionado 
anteriormente. Al comparar estos valores con la bibliografía, Álvarez-Sala et al. 
(2015), obtienen precisiones intradía (3,5%) e interdía (6,7%) inferiores al aplicar un 
método de saponificación con extracción previa de la grasa, mientras que Kamelska et 
al. (2015) obtienen valores de precisión 3 veces más altos (25%) mediante 
saponificación directa.   
 
Con respecto a la exactitud, los valores de recuperación obtenidos mediante el 
método cromatográfico, oscilan entre 80% y 109% para todos los esteroles. Ramalho et 
al. (2011) obtienen mejores valores de recuperación para el colesterol y desmosterol (> 
96% y > 99%, respectivamente). Sin embargo, Kamelska et al. (2015) presentan 
valores de recuperación variables, dependiendo de la preparación de la muestra (> 70% 
para saponificación directa y > 91% para saponificación con una extracción  previa de 
grasa). Los valores obtenidos en esta Tesis se encuentran dentro del intervalo 
considerado adecuado por la AOAC (2012) para las concentraciones ensayadas. En 
cuanto al método E-E, el colesterol (95%) se encuentran dentro del intervalo 
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Kamelska et al. (2015) y menor que los obtenidos (110%) por Álvarez-Sala et al. 
(2015).  
 
Al aplicar ambos métodos (CG y E-E) a las muestras de LH procedentes de las 
diferentes etapas de lactancia estudiadas se observa que, en general, el contenido de 
colesterol disminuye de 23 a 12 mg/100 mL en el caso del método CG y entre 21 y 10 
mg/100 mL en el método E-E (desde el calostro a la LH madura), con porcentajes de 
reducción de 27, 40, 46 y 50% para la etapa de transición, 1,3 y 6 meses con respecto 
al calostro, respectivamente. Los contenidos  de colesterol a lo largo de la lactancia 
analizados mediante el método CG, han disminuido de modo significativo, excepto 
para 3 y 6 meses. 
 
Actualmente, no parece que existan estudios que determinen la concentración de 
colesterol en muestras de calostro mediante CG, pero sí, mediante otros métodos (E-E, 
CCF y CLAE) observándose concentraciones del mismo orden de magnitud (14-31 
mg/100 mL) que los resultados obtenidos en el presente estudio.  
 
Con respecto a la técnica analítica utilizada, el método E-E presenta contenidos de 
colesterol más altos que el CG, estas diferencias son generalmente menores del 20%. 
Cabe mencionar que, para obtener el contenido de colesterol real a partir del método E-
E (“colesterol corregido”), se debe tener en cuenta el contenido de los esteroles 3β-
hidroxi (desmosterol, latosterol, campesterol, estigmasterol y β-sitosterol) 
cuantificados mediante CG y restarlo al contenido de esteroles obtenido mediante E-E. 
De esta manera, se elimina la diferencia estadísticamente significativa entre ambos 
métodos. Los esteroles minoritarios cuantificados (~ 1,6 mg/100 mL) son similares a 
los publicados por otros autores (0,0024-5,62 mg/100 mL) (Mellies et al., 1979; Hibber 
et al., 1982; Clark et al., 1983; Harzer et al., 1983; Hitman et al., 1983; Haug et al., 
1984; Kallio et al., 1989; Wong et al., 1993; Huisman et al., 1996; Scopesi et al., 2002; 
Al-Tamer et al., 2004; Laitinen et al., 2009; Benoit et al., 2010; Kamelska et al., 2011; 
Ramalho et al., 2011; Kamelska et al., 2012; Kamelska et al., 2013; Álvarez-Sala et al., 
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minoritarios hallados en la LH madura no difiere marcadamente de los valores 
obtenidos por otros autores. 
 
Como ya se ha mencionado anteriormente (ver apartado 1.3 Leche humana), los 
esteroles presentes en la LH pueden proceder de la síntesis de novo de la glándula 
mamária (~20%) y/o del suero de la madre (~80%). Mientras que, los EV que 
representan el 0,6% del total de esteroles en LH, proceden de la dieta de la madre. 
 
2.2. Contenido, bioaccesibilidad e ingesta de esteroles (Hamdan et al., 2018. Food 
Funct, bajo revisión)  
 
Desde un punto de vista nutricional, no solo interesa conocer el contenido de 
esteroles en LH y estimar su ingesta, sino conocer también su BA. La BA permite 
comparar individualmente los esteroles entre ellos en la misma y en diferentes 
muestras, lo que orienta sobre la capacidad de ser absorbidos en el TGI. Actualmente, 
no existe otro estudio sobre la BA de esteroles en LH. Se ha procedido a estudiar la 
evolución del contenido de los esteroles más abundantes (colesterol, desmosterol, 
latosterol, campesterol, estigmasterol, lanosterol y β-sitosterol) en la LH (desde el 
calostro hasta la LH de 6 meses), considerando las dos zonas geográficas y estimando 
también la BA y la ingesta de los diferentes esteroles. Para estimar la BA, se ha 
validado un método CG-FID para la determinación de esteroles en la FB de la LH, 
utilizando curvas de calibración con adición de matriz para su cuantificación. 
 
Se constata que, el colesterol es el esterol más abundante (92% del total de 
esteroles) en todos los pools ensayados (n=10). Tras aplicar una ANOVA de dos 
factores (periodo de lactancia y zona geográfica), se observa que el contenido medio de 
esteroles animales y totales a lo largo de la lactancia disminuye a la mitad (11- 24 
mg/100 mL para ambos casos), independientemente de la zona geográfica, siendo estas 
concentraciones similares a las proporcionadas por otros autores (11-20 mg/100 mL 
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1983; Haug et al., 1984; Kallio et al., 1989; Laitinen et al., 2009; Ramalho et al., 
2011). Sin embargo, la evolución del contenido medio de EV no presenta una 
tendencia clara, varía constantemente dependiendo de la etapa de lactancia, siendo 
significativamente más alto en las etapas de transición, 1 y 6 meses (65, 64 y 69 µg/100 
mL, respectivamente) en comparación con el calostro y 3 meses (52 y 47 µg/100 mL, 
respectivamente), independientemente de la zona geográfica. Además, el contenido 
medio de los EV (0,05-0,08 mg/ 100 mL), es hasta 100 veces menor que el hallado en 
bibliografía (0,1-5,6 mg/100 mL)  (Mellies et al., 1979; Haug et al., 1984; Laitinen et 
al., 2009). 
 
Teniendo en cuenta la zona geográfica, las muestras de la costa presentan mayores 
contenidos de esteroles animales, EV y totales siendo estadísticamente significativos, 
independientemente de la etapa de lactancia. Asimismo, en la bibliografía se observa 
que el contenido de colesterol en muestras de LH procedentes de la costa en EE.UU 
(Storrs) es un 38% mayor que las muestras procedentes de la zona centro (Ohio), 
usando la misma técnica analítica (CG) y teniendo en cuenta la misma etapa de 
lactancia (desde el primer al tercer mes) (Mellies et al., 1979; Clark et al., 1983). 
Además, se observa que el contenido de colesterol es similar en diferentes muestras de 
LH procedentes de zonas costeras de diferentes países (Kallio et al., 1989; Huisman et 
al., 1996; Scopesi et al., 2002; Laitinen et al., 2009).  
 
Los parámetros analíticos evaluados muestran la validez del método propuesto para 
la determinación de esteroles en la FB de la LH, ya que los coeficientes de correlación 
de las curvas de calibrado son superiores a 0,99 y la t calculada es menor que la t 
crítica (3,18) para todos los esteroles, todos los LD y LC son menores que las 
concentración halladas en la FB de la LH, permitiendo su detección y cuantificación  
(< 14 y < 45 µg/100g FB, respectivamente), a excepción del estigmasterol en la FB 
correspondiente al primer mes de lactancia. Además, las precisiones intradía e interdía 
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del intervalo permitido por la AOAC (2012). No obstante, cabe mencionar que el 
campesterol se encuentra en el límite (126%) de este intervalo. 
  
Con respecto a la BA, tras seleccionar tres etapas de lactancia con diferentes 
contenidos de grasa de la zona costera de España: calostro, 1 mes y 3 meses, el orden 
de BA de los esteroles animales, EV y totales en las tres etapas de lactancia en general, 
es el siguiente: 1 mes > 3 meses ≈ calostro. Cabe mencionar que la BA del 
estigmasterol no se puede estimar debido a la baja presencia en la FB siendo menor 
que el LC. Además, el ratio esteroles animales/ EV disminuye conforme aumenta el 
tiempo de lactancia, oscilando entre 2 para el calostro y 0,9 para los 3 meses. 
 
En cuanto a la ingesta de esteroles, en general, se han obtenido menores ingestas en 
la etapa de calostro, independientemente de la zona geográfica. Sin embargo, el 
colesterol presenta ingestas similares en etapas de lactancia más avanzadas (de la 
transición a los 6 meses), mientras que las ingestas de esteroles animales y totales 
siguen el orden: 6 meses = 3 meses > 1 mes > transición. En general, las ingestas de 
esteroles animales y totales son de 200 a 400 veces mayores en comparación a las 
ingestas de EV. Teniendo en cuenta la  zona geográfica, e independientemente de la 
etapa de lactancia, no se han observado diferencias estadísticamente significativas en 
las ingestas de colesterol y EV y sí en las ingestas de esteroles animales y totales, 
siendo más elevadas en la zona de la costa.  
 
3. Comparación del perfil de esteroles de LH y PL  
 
El perfil de esteroles en los PL y en la LH es muy diferente: el brassicasterol se ha 
identificado solo en los PL, mientras que precursores del colesterol como el latosterol y 
lanosterol se han identificado solo en la LH. El contenido de esteroles animales 
presentes en la LH es entre 4 y 6 veces más elevado que en PL (11-24 mg/100 mL LH 
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63 veces menos que en los PL (0,05-0,08 mg/100 mL LH versus 3-5 mg/100 mL PL 
reconstituido). 
 
Como ya se ha mencionado anteriormente, no existen estudios que evalúen la BA 
de los esteroles ni en los PL ni en la LH. La BA de los esteroles totales en la LH es de 
46-69%, observándose valores más altos en el primer mes de lactancia. Este fenómeno 
podría deberse al mayor contenido de grasa (3,7 g/100 mL) presente en esta etapa. Al 
comparar estos resultados con la BA de esteroles en PL se observa que, tanto los 
valores de BA (55-76%) como de contenido de grasa (3,5-4,0 g/100 mL PL 
reconstituido) son similares a la LH. Sin embargo, los esteroles animales en la LH, 
presentan BA menores que en los PL (46-69% versus 66-98%, respectivamente). Con 
respecto al colesterol de la LH, se observa la misma correlación inversa que en PL, 
entre el contenido de colesterol y su BA; el colesterol es menos BA en LH (46-73%) 
que en los PL (66-100%), a pesar de tener contenidos de colesterol más elevados que 
en PL (11-22 mg/100 mL en LH versus 2-7 mg/100 mL en PL). Además, el ratio de 
BA entre esteroles animales/EV en la LH de 1 mes  (1,2) es similar a la observada en 
los PL (1,3-1,4). La BA de los EV individualmente en las tres etapas de lactancia es 
diferente. No puede explicarse, por el momento, a qué puede ser debido. 
 
Al comparar las ingestas estimadas de colesterol (63-91 mg/día) procedentes de la 
LH con los datos bibliograficos se observa que los obtenidos en el presente trabajo son 
similares a las calculadas por Hibberd et al. (1982) y Jensen et al. (1995) (28-75 
mg/día) pero dos veces inferiores a las calculadas por Kallio et al. (1992) y Wong et al. 
(1993) (120-150 mg/día). La ingesta de colesterol procedente de los PL es entre 2 y 7 
veces menor que la procedente de la LH (9-51 mg/día) (Mellies et al., 1976; Wong et 
al., 1993; Claumarchirant et al., 2015).  Hasta la fecha, es la primera vez que se 
procede a la estimación de ingestas de EV procedentes de la LH. Sin embargo, Mellies 
et al. (1976) y Claumarchirant et al. (2015) han calculado la ingesta estimada de EV 
procedentes de los PL, siendo entre 100 y 2000 veces mayores que las ingestas 




Resumen de resultados y discusión 
en la ingesta de esteroles entre los lactantes alimentados con LH y los alimentados con 
PL podrían afectar a la salud de los lactantes, incluso a largo plazo, aunque los 











Los estudios desarrollados en la presente Tesis Doctoral para la determinación del 
contenido y BA de los esteroles en LH y PL han dado lugar a las siguientes 
conclusiones: 
 
1) Los métodos cromatográficos (CG-FID) propuestos para la determinación de 
esteroles (colesterol, desmosterol, brassicasterol, campesterol, estigmasterol,         
β-sitosterol y sitostanol) en PL y sus FB no presentan interferencias de matriz, 
obteniéndose una buena linealidad (r > 0,99), selectividad, precisión intradía        
(< 9%) e interdía (< 20%) y exactitud (recuperaciones ≥ 87%), además de bajos 
LD y LC (< 4 mg/100 g PL).   
 
2) El contenido de EV en PL oscila entre 2,5 - 5,0 mg/100 mL de muestra 
reconstituida, siendo el orden de abundancia: β-sitosterol > campesterol                  
> estigmasterol > brassicasterol > sitostanol. Por su parte, el contenido de esteroles 
animales está comprendido entre 1,8 - 3,4 mg/100 mL PL (excluyendo los PL con 
un ingrediente rico en MFGM), siendo el colesterol el más abundante. La adición 
de MFGM a la formulación de PL aumenta el contenido de colesterol (~ 5 mg/100 
mL PL).  
 
3) El orden de BA de los esteroles presentes en los PL evaluados es, por lo general: 
colesterol > desmosterol = brassicasterol = campesterol > β-sitosterol                      
> estigmasterol. La incorporación de un ingrediente rico en MFGM en la 
formulación de los PL disminuye la BA del colesterol.  
 
4) El método por CG-FID para la determinación de esteroles (colesterol, desmosterol, 
latosterol, campesterol, estigmasterol, lanosterol y β-sitosterol) en LH es adecuado 
para el fin propuesto como indican sus parámetros analíticos: linealidad r > 0,98; 
LD < 2 µg/100 g; LC < 6 µg/100 g; precisión intradía <12% e interdía < 18%; 
exactitud con recuperaciones > 80%. Se detectan interferencias de matriz lo que 







5) El colesterol en LH puede ser cuantificado por un método E-E que proporciona una 
adecuada precisión (intradía < 5% e interdía < 9%) y exactitud (recuperación           
> 95%), aunque su contenido se sobreestima en un 20% aproximadamente, al 
compararlo con el método cromatográfico.  
 
6) El contenido de esteroles en LH varía dependiendo de la etapa de lactancia y área 
geográfica evaluadas. La concentración de colesterol, esterol mayoritario, 
disminuye a lo largo de la lactancia (24 mg/100 mL en calostro y 11 mg/100 mL a 
los 6 meses), independientemente de la zona geográfica. Se detecta un mayor 
contenido en esteroles en LH procedente de la costa en comparación al centro de 
España (24-12 mg/100 mL versus 23-11 mg/100 mL), con independencia de la 
etapa de lactancia.  
 
7) Independientemente de la etapa de lactancia y zona geográfica, la ingesta de 
esteroles a partir de LH oscila entre 67 y 103 mg/día, constituyendo el colesterol 
un 92% de la misma. La menor ingesta de colesterol corresponde al calostro, a 
pesar de su mayor contenido.  
 
8) El método propuesto para la determinación de esteroles en la FB de la LH, 
mediante CG-FID, presenta una linealidad (r > 0,99), precisión intradía (< 12%) e 
interdía (< 23%) y exactitud (recuperaciones > 89%) adecuadas y bajos LD y LC 
(< 14 y 45 µg/100 g). La cuantificación debe realizarse mediante curvas de 
calibrado adicionadas de muestra para cada etapa de lactancia y zona geográfica 
por detectarse interferencia de matriz.  
 
9) La BA de esteroles en las muestras de LH procedentes de la costa sigue el orden:    
1 mes (69%) > 3 meses (51%) = calostro (46%), observándose un efecto favorable 








10)  El contenido de colesterol en LH es superior al de PL (entre 7 y 13 veces). Los PL 
que contienen MFGM presentan contenidos de colesterol de 2 a 4 veces inferiores 
a la LH. La BA de los esteroles animales, así como de los EV, es menor en LH que 
en PL, aunque los esteroles totales presentan una BA similar en ambas muestras. 
La ingesta de colesterol a partir de PL puede suponer la décima parte de la ingerida 
a partir de LH, siendo la mitad en el caso de PL que contienen MFGM.  
 
Este estudio contribuye a un mayor conocimiento del perfil de esteroles en LH y 
PL, permitiendo con ello el desarrollo de nuevas formulaciones de PL más similares a 
LH. Además, pone de manifiesto la necesidad de investigar nuevas fuentes de grasa 
para la elaboración de PL. Por otro lado, sería de interés realizar un mayor número de 
estudios epidemiológicos que permitieran obtener conclusiones más firmes sobre los 
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FOOD COMPOSITION AND ANALYSIS
Sterols in infant formulas: validation of a gas chromatographic method
Islam J. A. Hamdan, Lorena Claumarchirant, Guadalupe Garcia-Llatas, Amparo Alegrıa and
Marıa Jesus Lagarda
Nutrition and Food Science Area, Faculty of Pharmacy, University of Valencia, Valencia, Spain
ABSTRACT
Sterols are components present in the fat fraction of infant formulas (IFs). Their characterization
is therefore of interest, though there are no official reference methods for their analysis in these
matrices.
Aim: To validate a gas chromatographic method with flame ionization detection for the deter-
mination of animal (cholesterol and desmosterol) and plant sterols (brassicasterol, campesterol,
stigmasterol, b-sitosterol and sitostanol) found in IFs.
All correlation coefficients obtained for the calibration curves of sterols studied were>0.99. Limits
of detection (<1lg/100mL) and quantification (<4lg/100mL) are suitable for sterols determin-
ation in IFs. The within-assay precision ranged from 1.6% to 8.8%, while the between-assay preci-
sion was <10% for most of sterols. Accuracy was satisfactory and was calculated by recovery
assays (ranging 93–108%). The analytical parameters obtained showed the suitability of the pro-
posed method for the determination of sterols in IFs.
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Infants preferably should be fed exclusively with
human milk (HM) during the first 6 months of life,
since it adapts to their needs and constitutes the ideal
food for them. From the functional point of view, the
influences of breastfeeding upon neuronal and cogni-
tive development, and its effects in terms of the pre-
vention of infectious and immunological diseases, are
well known (WHO 2009).
At present, when breastfeeding is not possible,
infant formulas (IFs) are used – the nutrient levels of
which are generally modeled on the composition of
HM, in an attempt to make them as similar as pos-
sible to HM.
Lipids in HM are found in the form of fat globules
enveloped by a membrane containing different com-
ponents such as cholesterol, phospholipids, glycolipids,
other sterols and minor components – the compos-
ition of which is too complex to reproduce (Keenan &
Patton 1995; Heid & Keenan 2005). In the formulation
of bovine milk-based IFs, vegetable oils (coconut, soy,
canola, high oleic safflower, high oleic sunflower and
palm olein oils) replace partly fat from bovine milk in
order to resembling the fatty acid pattern of HM
(Long et al. 2013). However, other bioactive
components, such as sterols, phospholipids and sialic
acids, differ in type and concentration with respect to
HM. In this sense, the contents of plant sterols in IFs
provided by the vegetable oils used in their manufac-
ture are higher than in HM (which contains b-sitos-
terol: 0.02–0.20mg/L, campesterol: 0.51mg/L,
stigmasterol: 0.03mg/L and avenasterol: 0.50mg/L
(Laitinen et al. 2009; Benoit et al. 2010) – the mother’s
diet contributing only negligible amounts of such ster-
ols. In the case of animal sterols, cholesterol is the
most abundant sterol in mature HM (cholesterol:
46.30–283.00mg/L, desmosterol: 4.90–33.30mg/L,
lathosterol: 0.42–8.90mg/L, lanosterol: 0.20–0.98mg/L
and squalene: 3.90–4.90mg/L (Mellies et al., 1979;
Clark et al., 1983; Kallio et al., 1989; Huisman et al.
1996; Scopesi et al. 2002; Laitinen et al., 2009;
Ramalho et al., 2011; Kamelska et al., 2013; Alvarez-
Sala et al., 2015)) and is more abundant than in IFs.
In the few studies available on the profile of sterols
in IF, the most abundant were found to be b-sitosterol
(11-83mg/L) and cholesterol (3–258mg/L), followed
by campesterol (7–32mg/L), stigmasterol (3–12mg/L),
desmosterol (2.4–4.3mg/L), brassicasterol (1–3mg/L)
and sitostanol (0.3–1.4mg/L) (Huisman et al. 1996;
Zunin et al. 1998; Scopesi et al. 2002; Maduko & Park
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2007; Kamelska et al. 2011; Ramalho et al. 2011;
Claumarchirant et al. 2015).
Although there are some international reference
methods for analysis of the sterol fraction of animal
and vegetable fats and oils using chromatography (ISO
12078:2006; ISO 12228-1:2014; IUPAC Method 2.401;
IUPAC Method 2.403), so far no official reference
methods have been developed particularly for the ana-
lysis of sterols present in IFs. To our knowledge, only
two studies (Ahn et al. 2012; Jeong et al. 2012)
(Table 1) have validated the determination of choles-
terol in IFs by high-performance liquid chromatog-
raphy (HPLC) with ultraviolet (UV) detector and gas
chromatography (GC) with flame ionization detector
(FID), respectively, with no reference to other sterols
present in samples of this kind.
The present paper proposes the validation of a GC-
FID method for the determination of animal and plant
sterols present in bovine milk-based IFs. The devel-
oped methodology allows reliable quantification of
sterols and can be used to assess more accurately the
amounts and types of sterols present in IFs in com-
parison with HM. This is of interest, in view of the
scarce information found in the literature in this
respect. After validation, the sterol concentrations in
seven IFs found on the European market have been
determined applying this method.
Materials and methods
Reagents
Epicoprostanol (5b-cholestan-3a-ol, 95% purity) as
internal standard (IS), b-sitosterol (5-stigmasten-3b-ol,
98% purity), desmosterol (5,24-cholestadien-3 b-ol,
84% purity), stigmasterol (stigmasta-5,22-dien-3b-ol,
95% purity), stigmastanol (b-sitostanol, 97.4% purity),
cholesterol (5-cholesten-3b-ol, 99% purity), potassium
hydroxide (KOH), butylated hydroxytoluene (BHT)
(99% purity) and N,O-bis-(trimethylsilyl) trifluoroace-
tamide with 1% trimethylchlorosilane (BSTFA
þ1%TMCS) were purchased from Sigma–Aldrich
Chemical (St. Louis, MO). Campesterol (24a-methyl-
5-cholesten-3b-ol, 98.6% purity) and brassicasterol
(5,22-cholestadien-24b-methyl-3b-ol, 98.6% purity)
were obtained from Steraloids Inc. (Newport, RI).
Hexane was purchased from Scharlau Chemie, S.A.
(Barcelona, Spain), and acetone, absolute ethanol, 2-
propanol, chloroform, diethyl ether, methanol, sodium
chloride, anhydrous sodium sulfate and potassium
chloride (KCl) from Merck & Co., Inc. (Whitehouse
Station, NJ). Pyridine extra-dry was from Fluka
(Buchs, Switzerland).
All standards used were of GC grade, and all
reagents were of analytical grade. Millipore MilliQ
deionized water (Millipore Iberica S.A., Barcelona,
Spain) was used.
The IS (epicoprostanol) was prepared with ethanol,
and sterol standards were prepared with hexane:2-pro-
panol (3:2, v/v).
Derivatizing reagent (BSTFA þ1% TMCS/pyridine)
was prepared weekly at a ratio of 10:3 (v/v).
Samples
Seven powdered cow milk-based IFs marketed in the
European Union: six starter IFs (IF-1 to IF-6) and one
follow-up IF (IF-7) with different fat content and
composition (Table 2) were used in this study. The
IF-5 and IF-6 included whey enriched in milk fat
globule membrane (MFGM) in its formulation. The
samples were maintained in their original containers
at 4 C until analysis. IFs were reconstituted according
to the instructions of the manufacturer (Table 2): in
Milli-Q deionized water, thoroughly mixed and homo-
genized and immediately analyzed.
Determination of sterols
Fat extraction was performed following to the proced-
ure of Alemany-Costa et al. (2012). Briefly, 40mL of
chloroform:methanol (1:1, v/v) mixture containing
0.05% of BHT were added to 2mL of reconstituted IF
and homogenized with a Polytron homogenizer (PT
2000, Kinematica AC, Switzerland) for 3min at
10,800 rpm and then taken to 60 C in an oven during
20min. After adding 20mL of chloroform and mixing
again with the Polytron, the sample was filtered
through Whatman no. 2V, 125mm (Buckinghamshire,
UK). To the filtrate, 20mL of KCl 1 M solution was
added and refrigerated (4 C) overnight. Then, after
phase separation, the chloroform phase was
Table 1. Analytical parameters for cholesterol determined in
bovine milk-based infant formulas samples found in literature.
Ahn et al. (2012) Jeong et al. (2012)
Linearity
r >0.9998 >0.9999
Range (mg/L) 10–200 5–200
LOD (mg/kg) 2.27 3.38
LOQ (mg/kg) 7.56 11.27
Recovery (%) 99.6 99.5
Precision
Within (RSD%) 3.2–12.2 2.6–8.9
Method HPLC-UV GC-FID
GC-FID: gas chromatography-flame ionization detector; HPLC-UV: high-per-
formance liquid chromatography-ultraviolet detection; LOD: limit of detec-
tion; LOQ: limit of quantification; r: linear correlation coefficient; RSD:
relative standard deviation.
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concentrated in a rotary evaporator at 40 C and dried
with nitrogen. Next, IS (20 lg of epicoprostanol) was
added to the lipid fraction, and hot saponification
(2.5mL of KOH 2 N in ethanol (90%) at 65 C during
1 h) was performed. The unsaponifiable material was
then extracted with diethyl ether and subjected to
derivatization with BSTFA þ1% TMCS:pyridine (10:3,
v/v) (Garcıa-Llatas et al. 2012). After dissolution in
hexane of the trimethylsilyl ether (TMSE) derivatives,
the sample was filtrated (syringe-driven Millex-FH fil-
ter unit, 1mL, 0.45lm Millipore, Milford, MA) to
remove residues of the derivatization, evaporated with
nitrogen and dissolved again in 100 lL of hexane. One
microliter was injected into a GC–tandem mass spec-
trometry system (GC-MS/MS, Trace GC-Ultra ITQ
ion trap 900, Thermo Scientific, Waltham, MA) for
identification purposes and into a GC–FID
(AutoSystem XL, Perkin-Elmer, Nortwalk, CT) for
quantification purposes. Both instruments were
equipped with CP-Sil 8 low bleed/MS (50 m 0.25mm
0.25 lm film thickness) capillary columns
(Chrompack-Varian, Middelburg, the Netherlands).
The chromatographic conditions employed were
based on a previous work on serum sterol determin-
ation (Garcıa-Llatas et al. 2012). In GC-MS/MS, the
carrier gas was hydrogen operating at a constant flow
of 1mL/min. The temperature of the injector port was
280 C, and a split ratio of 1:10 was applied. The oven
was initially programed at 150 C maintained during
3min, heated to 280 C at a rate of 30 C/min, and
kept during 28min. It was then raised to 295 C at a
rate of 10 C/min. Finally, this temperature was main-
tained for 10min. The transfer line temperature was
310 C, the ion source temperature was 250 C, the
electron impact was 70 eV, and the scan range was
50–650 m/z. Identification of sterols was carried out
by comparing their spectra with those of standards
and the mass spectra library (NIST v.2). In GC-FID,
hydrogen was also the carrier gas at a flow rate of
1.5mL/min, the detector port was set at 300 C, and
the rest of the conditions were similar to those of GC-
MS/MS.
Sterols were quantified using calibration curves
with commercialized sterol standards, which were
derivatized and analyzed by GC-FID under the condi-
tions previously described.
Method validation
The validation of the method was performed by study-
ing the analytical parameters of selectivity, linearity,
limit of detection (LOD), limit of quantification
(LOQ), precision and accuracy, according to the
guidelines of the International Conference on
Harmonization (ICH) (ICH 2005). The sample IF-1
was used for this purpose.
Selectivity
The selectivity of method was evaluated qualitatively
and quantitatively. The sterols in IF were identified
(qualitative analysis) by comparing their spectra
obtained by GC-MS with those of commercial stand-
ards and the mass spectra library (NIST v.2).
Furthermore, the relative retention times of standards
were compared with those obtained in IF by GC-FID.
Moreover, an effect matrix study (quantitative ana-
lysis) was carried out to evaluate any interference
from other compounds present in the matrix by the
standard addition method applied to the reconstituted
IF-1. One calibration curve for each sterol quantified
with or without the addition of matrix was analyzed.
Table 2. Main ingredients relative to protein and fat fractions of infant formulas (IFs) indicated by the manufactures.
IFs Main ingredients Vegetable oils Others Fat (% w/w) RF (% w/v)




Fish oils 23.2 ± 0.6 13.0




Fish (source of DHA) and fungi oils
(source of ARA), soya lecithin
(emulsifier)
22.0 ± 2.1 13.5




Fish and fungi oils, soya lecithin 25.5 ± 1.0 12.9




Oils from microbial resource (source of
ARA), soya lecithin
21.4 ± 0.5 13.8




Fish and single cell oils, soya lecithin 27.2 ± 0.6 13.0




Single-cell oil, whey protein rich in
a-lactoalbumin, milk protein, fish
oil, soya lecithin (emulsifier)
34.8 ± 0.7 11.4




Fish and fungi oil, soya lecithin (emul-
sifier), GOS, choline chloride
19.2 ± 1.2 13.0
ARA: arachidonic acid; DHA: docosahexaenoic acid; GOS: galacto-oligossacharides; MFGM: milk fat globule membrane.
Fat content determined and reconstitution factors (RF).
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The slopes of the regression equations were compared
by a t-test (p<0.05).
Linearity
The linearity was tested by the analysis of four stand-
ard concentration levels for brassicasterol, six standard
concentration levels for stigmasterol, and sitostanol
and seven standard concentration levels for choles-
terol, desmosterol, campesterol, b-sitosterol, with add-
ition of 20 lg of epicoprostanol as IS. The assayed
concentrations (lg in each assay) included the corre-
sponding contents in 2mL of reconstituted IF. For the
evaluation of the linearity of the calibration curves, a
statistical analysis (two-tailed t-student test with n-2
degrees of freedom, where a is 0.05) was carried out.
The concentration ranges for all analyzed sterols are
shown in Table 3.
Limit of detection (LOD) and limit of
quantification (LOQ)
According with the American Chemical Society guide-
lines (MacDougall & Crummett 1980), LOD and LOQ
(in lg/reconstituted sample) were calculated from
three and 10 times the standard deviation (SD) of the
signal corresponding to six reagent blanks. Moreover,
LOQ was also determined by diluting the sterol stand-
ards working solutions to obtain a signal-to-noise
approach ratio (ICH 2005) of 10:1 for each sterol.
Precision
Within-assay and between-assay precisions were eval-
uated by calculating the relative standard deviation
(RSD) of the analysis of the sample.
Four aliquots of the sample were analyzed on the
same day (within-assay) and nine aliquots in three
days (between-assay).
Accuracy
The accuracy of the method for all sterols was estab-
lished from recovery assays. Eight aliquots of the IF-1
were analyzed, four of these spiked with sterol
amounts expected in the sample. Besides, the added
sterol amounts were checked (by triplicate). The per-
centage recovery was calculated as:
Recovery (%)¼ [(mg sterol/L of reconstituted IF in
spiked aliquotsmg sterol/L of reconstituted IF in




The relative retention times of standards and their
spectrum obtained by GC-MS were used to identify
the sterols present in the samples. The cholesterol
(animal sterol) and campesterol (plant sterol) mass
spectrum can be observed at the Figure 1. Moreover,
the absolute and relative retention times and charac-
teristic ions of all sterols are shown in Table 4. All
sterols of IF-1 eluted as separate peaks in the 50-m-
long capillary column, showing good resolution under
the GC conditions employed, thus allowing their iden-
tification and quantification. The total time of analysis
was 32minutes as it can observe in the chromatogram
of IF-1 (Figure 1).
The confidence intervals of the slopes with or with-
out matrix are shown in Table 3. The absence of
interferences was observed for all sterols.
Linearity
In Table 3, the adjusted linear equations, concentra-
tion ranges tested and Student’s t-test (t calculated
and critical) were shown. The assayed concentration
ranges showed good linearity, since all correlation
Table 3. Linearity, statistical analysis of calibration curves (Student’s t-test) and matrix effect assay (confidence interval of slope)
of sterols.
Linearity (without matrix) With matrix Student’s t-test
Range




interval of slope Calibration curve r Calculated t Critic t
Cholesterol 19.8–316.8 9.9–158.4 0.9973 y¼ 0.0884x 1.3484 0.081–0.095 0.058–0.097 y¼ 0.078xþ 0.878 0.997 30.60 2.57
Desmosterol 1.68–226.8 0.84–113.4 0.9999 y¼ 0.0735xþ 0.0333 0.073–0.074 0.073–0.111 y¼ 0.092xþ 0.193 0.999 158.10 2.57
Brassicasterol 0.99–5.92 0.49–2.96 0.9970 y¼ 0.095xþ 0.0116 0.073–0.117 0.110–0.151 y¼ 0.131xþ 0.205 0.998 18.31 4.30
Campesterol 0.49–39.44 0.24–19.72 0.9993 y¼ 0.0768xþ 0.0412 0.074–0.080 0.071–0.078 y¼ 0.075xþ 1.016 0.999 61.52 2.57
Stigmasterol 1.9–15.2 0.95–7.6 0.9983 y¼ 0.0684xþ 0.0261 0.020–0.095 0.079–0.090 y¼ 0.084xþ 0.146 0.999 34.75 2.78
b-sitosterol 4.9–78.4 2.45–39.2 0.9956 y¼ 0.0677xþ 0.0736 0.060–0.075 0.072–0.087 y¼ 0.079xþ 1.191 0.996 23.75 2.57
Sitostanol 0.24–5.84 0.12–2.92 0.9984 y¼ 0.0606xþ 0.0006 0.015–0.064 0.015–0.064 y¼ 0.039xþ 0.045 0.979 36.01 2.78
r: linear correlation coefficient; x: lg sterol; y: sterol area/IS area.
areconstitution factor: 13% (w/v).
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coefficients obtained were>0.99. Moreover, all the cal-
culated t for all studied sterols were highest than the
critical t (Table 3) and these indicate a significant lin-
ear correlation with a probability of 95%. On the
other hand, the residuals indicate that the model fits
well the data and these data are heteroskedastic.
Besides cholesterol, in this study the linearity values of
other sterols (desmosterol, brassicasterol, campesterol,
stigmasterol, b-sitosterol and sitostanol) were reported
for their quantification in IFs for the first time. As
regards the sensitivity of the method, defined as the
signal-concentration relationship given by the slope,
the sterols with the greatest sensitivity were found to
be brassicasterol (plant sterol) and cholesterol (animal
sterol), while the sterol with the lowest sensitivity was
sitostanol. The analytical parameters obtained in this
study were compared with those of other studies on
sterol quantification in IFs found in the literature
(Table 1). In this respect, the linearity of the response
for cholesterol in our study (198–3168mg/L assay)
was larger than in the studies published by Ahn et al.,
(2012) and Jeong et al. (2012) using HPLC-UV and
GC-FID, respectively (Table 1), because the IFs con-
taining MFGM (like in IF-5 and 6) can have up two
times more cholesterol than IFs without this ingredi-
ent (Timby et al. 2014; Claumarchirant et al. 2015),
since in the MFGM, the cholesterol can represent 95%
of total sterols (Fauquant et al. 2007).
Limit of detection (LOD) and limit of quantification
(LOQ)
Table 5 shows the LOD and LOQ (in lg in assay and
mg/L of reconstituted IF) obtained. The LOD obtained
with the reagent blanks method allowed the detection
of all sterols at concentrations below 1 lg/100mL of
Figure 1. Chromatogram obtained by GC-FID showing the sterols of the IF-1 sample and mass spectrum of some of them.
Epicoprostanol (IS), cholesterol, desmosterol, brassicasterol, campesterol, stigmasterol, b-sitosterol and sitostanol are identified.
Table 4. Retention times obtained by GC-FID and characteris-
tic ions obtained by GC-MS of sterols.
Retention time
Sterols Absolut (min) Relative Characteristic ions
Epicoprostanol 20.5 – 215, 355, 370, 445
Cholesterol 23.1 1.13 255, 368, 353, 443
Desmosterol 24.3 1.19 253, 351, 366, 441
Brassicasterol 24.5 1.20 255, 365, 380, 455
Campesterol 26.9 1.32 255, 367, 382, 457
Stigmasterol 28.0 1.37 255, 379, 394, 469
b-Sitosterol 30.8 1.50 255, 381, 396, 471
Sitostanol 31.2 1.52 215, 383, 398, 473
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reconstituted IF (values ranging from 0.14–0.99
lg/100mL) and their quantification below
4lg/100mL (values ranging from 0.45–3.3 lg/100mL).
The lower LOD corresponded to brassicasterol and
the greatest to cholesterol. The method signal-to-noise
approach provided higher LOQ values (from 6- to
17-fold) than the other method. The LOD and LOQ
values corresponding to cholesterol in our study were
much lower than those reported by Ahn et al. (2012)
and Jeong et al. (2012) in IFs, and LOQ calculated by
the signal-to-noise in our study (2.54mg/kg) were
lower than the values reported by Ahn et al. (2012) by
HPLC-UV and Jeong et al. (2012) by GC-FID (from
3- to 4.4-fold, respectively).
Precision
Values obtained for within-assay and between-assay
precisions are reported in Table 5. The within-assay
precision was lower than 10% for all the sterols ana-
lyzed and ranged from 1.6% (desmosterol) to 8.8%
(b-sitosterol), while the between-assay precision was
lower than 21% for all the sterols analyzed and ranged
from 1.5% (desmosterol) to 20.4% (sitostanol). The
studies by Ahn et al. (2012) and Jeong et al. (2012)
obtained similar within-assay values (ranging from
3.2–12.2% and 2.6–8.9%) using HPLC-UV and GC-
FID, respectively (Table 1). However, they did not
report between-assay precision.
On comparing our precision values with those pro-
posed by the AOAC guidelines (2012) for a single
laboratory, we observe that the within-assay precision
values were of the same order as the those indicated
by the AOAC (<8% for cholesterol, desmosterol, cam-
pesterol, stigmasterol and b-sitosterol, at a concentra-
tion of 100mg/L analyte present in assay and<12%
for brassicasterol and sitostanol, at a concentration of
10mg/L analyte present in assay). However, it should
be noted that our within-assay precision values
obtained for stigmasterol and b-sitosterol are
borderline.
Accuracy
The percentage recovery values were satisfactory for
all assayed sterols, and ranged from 92.9% (campes-
terol) to 108.0% (sitostanol) (Table 5). In the litera-
ture, the recovery values for cholesterol in IFs
(99.5–99.6%) (Ahn et al. 2012; Jeong et al. 2012) are
within this range (Table 1).
On comparing with the acceptable percentage
recovery range proposed by the AOAC (2012), we
found the sterol concentrations in the assays to be in
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campesterol, stigmasterol and b-sitosterol, versus
10mg/L for brassicasterol and sitostanol. Therefore,
the percentage recovery values obtained were compli-
ant with the guidelines (85–110% and 80–115%,
respectively), though the percentage recovery of cam-
pesterol was in the lower range of the AOAC
guidelines.
Application
Sterols in seven IFs were determined. The analyses
were carried out in triplicate (Table 6). As it can be
observed, the minimum contents of each sterol ana-
lyzed in these samples are greater to the LOD and
LOQ of our method, indicating that it is suitable for
the determination of sterols in IFs.
In reconstituted IFs, cholesterol ranged from
16.41–51mg/L (corresponding to 1.56–4.81mg/100 g),
while desmosterol (a precursor of cholesterol) ranged
between 2.12–4.36mg/L (0.20–0.43mg/100 g).
The cholesterol concentrations found in our study
were comparable to those reported by other authors
(3–258mg/L; 3.0–8.9mg/100 g reconstituted IF) in
bovine milk-based IFs (Huisman et al. 1996; Zunin
et al. 1998; Scopesi et al. 2002; Kamelska et al. 2011;
Ramalho et al. 2011; Ahn et al. 2012; Jeong et al.
2012; Claumarchirant et al. 2015) and lower than
those found in caprine milk-based IFs (9.7–9.9
mg/100 g reconstituted IF) (Maduko & Park 2007) and
in mature HM (46–283mg/L) (Mellies et al. 1979;
Clark et al. 1983; Kallio et al. 1989; Huisman et al.
1996; Scopesi et al. 2002; Laitinen et al. 2009;
Ramalho et al. 2011; Kamelska et al. 2013; Alvarez-
Sala et al. 2015). In this regard, breastfed infants have
significant higher total cholesterol and LDL-cholesterol
than infants fed with infant formulas (Kallio et al.
1992; Wong et al. 1993) or mixed fed (HM and IFs)
(Harit et al. 2008). Different studies explain the rela-
tionship between cholesterol intake and the possible
prevention of cardiovascular diseases in adulthood. In
this sense, Owen et al. (2002) in a systematic review,
concluded that exclusive breastfeeding may be associ-
ated with increased blood cholesterol level in infancy
but lower levels in adult life. Moreover, Harit et al.
(2008) argue that higher serum total cholesterol and
LDL-cholesterol in the first six month of life may be
physiological and useful for cognitive development
and programing for lipid metabolism in later life. The
variability in the cholesterol content in IFs may be
due to the dairy ingredient used in the formulation
(cow vs. caprine milk). Regarding desmosterol, its con-
tents were in the order of those obtained by
Claumarchirant et al. (2015), in different IFs.
Total plant sterol contents ranged from
24.50–50.68mg/L (2.32–4.93mg/100 g), being b-sitos-
terol (14.97–30.28mg/L) the main phytosterol, fol-
lowed by campesterol (4.29–13.80mg/L), stigmasterol
(3.09–5.04mg/L) and brassicasterol (1.19–2.81mg/L).
Sitostanol was the least abundant in all samples, with
concentrations between 0.16–0.98mg/L.
Regarding plant sterols, few studies have evaluated
their contents in IFs. Our values (total and individ-
ual) were similar to those found by Claumarhcirant
et al. (2015) (31.10–50.00mg/L for total plant sterol,
comprising brassicasterol, campesterol, stigmasterol,
b-sitosterol, sitostanol). However, Huisman et al.
(1996) and Maduko and Park (2007) reported total
plant sterol (53.45–119.36mg/L and 11.4–17.2
mg/100 g, respectively) and individual plant sterol
(campesterol, stigmasterol and b-sitosterol) contents
higher than those determined in our study. As in
our study, these three papers reported the highest
contents corresponding to b-sitosterol, although
Maduko andPark (2007) detected also stigmasterol at
a similar amount (2.5–4.5 and 2.5–5.0mg/100 g,
respectively). The found variability in plant sterols
contents in IFs may be due to the type and quantity
of vegetable oils used in their manufacture. In this
sense, Maduko and Park (2007) studied five IFs
based on skimmed goat's milk and a mixture of
three vegetable oils (coconut, safflower and soybean)
in different proportions. The IFs with the highest
proportion of oil of safflower or soybean are those
that provide greater content of plant sterols.
However, the addition of coconut oil does not influ-
ence the contents of plant sterols. These contents of
Table 6. Sterol concentrations (mg/L) from infant formulas (values are expressed as mean ± SD of three replicates).
Plant sterols
Sample Cholesterol Desmosterol Brassicasterol Campesterol Stigmasterol b-sitosterol Sitostanol Total plant sterols
IF1 16.41 ± 0.33 3.71 ± 0.11 1.74 ± 0.13 9.60 ± 0.61 4.02 ± 0.35 24.49 ± 2.81 0.69 ± 0.37 40.53 ± 3.78
IF2 30.76 ± 0.61 3.67 ± 0.03 2.13 ± 0.16 9.64 ± 0.20 3.59 ± 0.39 21.65 ± 0.69 0.48 ± 0.04 37.49 ± 0.74
IF3 21.40 ± 0.07 3.15 ± 0.02 2.81 ± 0.08 13.80 ± 0.17 3.62 ± 0.03 30.28 ± 0.23 0.16 ± 0.04 50.68 ± 0.02
IF4 24.24 ± 1.55 3.81 ± 0.11 2.80 ± 0.19 10.98 ± 0.87 3.56 ± 0.82 27.06 ± 4.04 0.39 ± 0.07 40.65 ± 3.79
IF5 51.00 ± 2.19 3.64 ± 0.10 2.49 ± 0.10 11.49 ± 0.69 5.04 ± 0.36 30.10 ± 1.95 0.90 ± 0.06 50.02 ± 2.93
IF6 50.38 ± 2.32 4.36 ± 0.19 2.06 ± 0.17 10.28 ± 0.47 4.76 ± 0.79 29.15 ± 1.67 0.41 ± 0.12 46.66 ± 2.37
IF7 23.77 ± 0.14 2.12 ± 0.03 1.19 ± 0.06 4.29 ± 0.06 3.09 ± 0.27 14.97 ± 1.07 0.98 ± 0.12 24.50 ± 1.42
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plant sterols are much higher than those found in
HM as indicated above (Laitinen et al. 2009; Benoit
et al. 2010).
The total sterol contents obtained in our study
(50.35–104.66mg/L or 4.77–9.87mg/100 g) can be
compared with those reported by Huisman et al.
(1996) (76.9–133.7mg/L) but are lower than
those provided by Maduko and Park (2007)
(21.3–27mg/100 g).
In IF-1, IF-3 and IF-4, the b-sitosterol content was
higher than that of cholesterol. However, IF-2, IF-5,
IF-6 and IF-7 presented cholesterol contents higher
than those of b-sitosterol, and in IF-5 and IF-6 (with
MFGM), the animal sterol content was higher than
the total plant sterols. This tendency was found also
in IFs analyzed by Zunin et al. (1998) which had
higher cholesterol content than b-sitosterol.
Furthermore, the sterol profile in IFs with MFGM (IF-
5 and IF-6) may be closer to that of HM (animal ster-
ols> plant sterols), though cholesterol contents in HM
are generally higher than in IFs. From a compositional
point of view, this variability in the sterol profile of
IFs can be dependent upon the ingredients used in
their formulation. In this sense, the addition of an
ingredient rich in MFGM reduces the differences of
cholesterol found with respect to HM and the animal/
plant sterol ratio is similar to HM (>1). Cholesterol
intake is very important for infants because it is
involved in tissue formation, mainly in the growth
and development of the brain (Dewettinck et al.
2008). This observation is also supported by the work
of Scopesi et al. (2002), in which cholesterol content
was related to the source of fat, and of
Claumarchirant et al. (2015), in which the sterol pro-
file was related to the type and quantity of oils and
fats used and/or the addition of whey protein rich in
MFGM.
Conclusions
The present study proposes a validated GC-FID
method for the determination of animal and plant
sterols with good accuracy, precision and sensibility,
not only for determining cholesterol in IFs, as pro-
posed by other authors, but also for determining other
sterols (desmosterol, brassicasterol, campesterol, stig-
masterol, b-sitosterol and sitostanol) in cow milk-
based IFs.
The method can be used to determine the sterol
contents in IFs, which it can be applied to studies
whose purpose are adjust their profile and contents to
that of HM, thereby ensuring a similar contribution
for breast-fed and formula-fed infants.
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ABSTRACT: The design of infant formulas (IFs) seeks to resemble human milk (HM) composition and functionality. The fat
sources used usually comprise vegetable oil blends to mimic the fatty acid composition of HM and introduce changes in the
animal/plant sterol ratio. In contrast, the use of milk fat globule membrane (MFGM)-rich ingredients could improve this aspect
by increasing the ratio. The present study evaluates the bioaccessibility (BA) of sterols (cholesterol, desmosterol, brassicasterol,
campesterol, stigmasterol, and β-sitosterol) in three IFs (with or without MFGM) using an in vitro digestion method simulating
infant conditions. Analytical parameters confirmed the suitability of the method for all of these sterols. Results showed the
presence of MFGM to increase cholesterol content (6−7 vs 2 mg/100 mL), this being the most bioaccessible sterol in the IFs.
Although the BA of cholesterol was reduced in MFGM-enriched IF (65.6−80.4% vs 99.7%), the intake of bioaccessible
cholesterol from these IFs was higher.
KEYWORDS: bioaccessibility, cholesterol, infant formulas, in vitro digestion, milk fat globule membrane (MFGM), plant sterols
■ INTRODUCTION
Human milk (HM) from healthy mothers is universally
recognized as the ideal food for newborn infants, since it
perfectly suits their needs. With regard to macro- and
micronutrients, HM contains several bioactive compounds
that are linked to the health benefits associated with
breastfeeding.1 In some cases, when mothers are not able to
breastfeed or HM is not sufficient, infant formulas (IFs) are
used as an alternative.
Animal and vegetable sterols are bioactive lipid compounds
present in both HM and IFs in different quantities and with
variable profiles. Cholesterol is the main animal sterol in HM. It
is an essential component of cell membranes and is the main
component of nerve cell membrane lipids.2 Apart from its role
as a structural component, cholesterol is a precursor of bile
acids, steroid hormones, and vitamin D3 and is necessary for
the development of tissues and organs, particularly the brain.2
During the past decades, a beneficial relationship between
breastfeeding and lower serum cholesterol in later life and the
possible prevention of cardiovascular diseases in adulthood has
been hypothesized by different authors.4−6 Some research has
shown that higher cholesterol intake from HM in infancy
contributes to cholesterol homeostasis and lower serum
cholesterol levels versus feeding with IFs in adulthood.7,8
However, more research is needed to explain the suggested
programming effect of early exposure to cholesterol9,10 and the
functional benefits of the other sterols in development and
growth.
Over the last decades, advances in food science, technology,
and nutrition have contributed to the improvement of IFs.11
Infant formula manufacturers continuously seek to develop IFs
that are more similar to HM in terms of composition and
functional outcomes. Specifically, in relation to the lipid
portion, most IFs are formulated with oil blends in order to
mimic the fatty acid composition of HM.11 The sterol quantity
and profile of IFs is highly dependent upon the type and
quantity of oils and fats used in their formulation.12 The main
sources of plant sterols are vegetable oils (sunflower, rapeseed,
palm, and coconut, among others), while the main sources of
animal sterols come from dairy ingredients where bovine or
caprine milk fat is present. Since most commercially available
IFs are based on vegetable oils, the sterol profile between HM
and IF differs significantly: the cholesterol and other animal
sterols (such as desmosterol, and lathosterol) contents are
higher in HM (12.0−16.6 mg/100 mL13 vs 0.4−5.47 mg/100
mL in IFs12−14), while the opposite applies in relation to the
plant sterol contents (β-sitosterol and campesterol, among
others) (0.02 mg/100 mL in HM15 vs 2.45−5.07 mg/100 mL
in IFs12,14).
In this regard, milk fat globule membrane (MFGM)-rich
ingredients have been used in the formulation of IFs to mimic
both HM composition12,16 and HM functional outcomes.17
Currently, some infant food manufacturers are commercializing
MFGM-enriched infant formulas in several European, Asian,
and American markets. In a double-blind randomized clinical
trial in Sweden, formula-fed healthy infants supplemented with
a protein-rich MFGM fraction (Lacprodan MFGM-10) showed
a higher cognitive score on Bayley-III at 12 months18 and a
lower incidence of acute otitis media19 than the control group.
Moreover, due to its composition (rich in phospholipids
(∼30%) and cholesterol and with lesser amounts of other
sterols and also proteins and glycoproteins),17,20 MFGM acts as
a natural emulsifier.21
From a functional perspective, it is currently seen to be of
interest to have information on the bioavailability of sterols
from IFs, and not only on their contents, for optimizing IFs.
For the evaluation of bioavailability in vivo or in vitro methods
Received: October 10, 2017
Revised: December 14, 2017
Accepted: January 13, 2018
Published: January 25, 2018
Article
pubs.acs.org/JAFCCite This: J. Agric. Food Chem. 2018, 66, 1377−1385
© 2018 American Chemical Society 1377 DOI: 10.1021/acs.jafc.7b04635
J. Agric. Food Chem. 2018, 66, 1377−1385
can be used. In vitro methodologies allow the screening of
various ingredients or foods and are less time consuming,
laborious, and expensive, although they are unable to totally
simulate in vivo human conditions.22−24 In this regard,
bioaccessibility (BA) is defined as the fraction of a compound
released from the food matrix within the gastrointestinal tract,
thus becoming available for intestinal absorption.25 The BA or
intestinal absorption of highly lipophilic microconstituents
(such as cholesterol, phytosterols, fat-soluble vitamins,
triglycerides, and carotenoids) can be affected by several
factors, such as their chemical structure,26 the food matrix27,28
to which they are incorporated, the presence of other dietary
lipids (triglycerides27 and fatty acids26,27,29), interfacial
molecules,27 protein composition,27 the phospholipids26,27
and/or fiber contents,26 the size27 and surface area27 of the
lipid droplets, and the effectiveness of the enzymes (cholesterol
esterase29 and pancreatic lipase27,29). On the other hand,
several studies have assessed the solubility or BA of cholesterol
and/or phytosterols from standard solutions or food model
systems,30−37 confirming an important effect of the matrix, the
chemical structure and concentration of sterols, and the
digestion conditions.
To the best of our knowledge, only four studies38−41 have
evaluated the BA of sterols from food products, and none have
assessed the BA of cholesterol or other sterols from IFs. Due to
the potential effect which sterols such as cholesterol may have
in terms of correct infant growth and development and
considering the lack of studies in this field, the main objective
of the present study was to evaluate the BA of sterols
(cholesterol, desmosterol, brassicasterol, campesterol, stigmas-
terol, and β-sitosterol) present in three IFs, two of them
including MFGM in their formulation, using an in vitro
digestion method simulating infant conditions. In addition, we
validated gas chromatography-flame ionization detection (GC-
FID) determination of the sterol contents present in the
bioaccessible fraction (BF) obtained by this gastrointestinal
procedure. The study could help to better understand the fate
of sterols from IFs, and this might yield useful information for
the design and development of new IFs.
■ MATERIALS AND METHODS
Samples. Three different powdered IFs marketed in Europe were
used in this study (IFA, IFB, and IFC) (see Table 1). Two of them
(IFB and IFC) contained whey protein enriched with MFGM, bovine
milk fat, and a vegetable fat blend, while IFA only contained a
vegetable fat blend as the main source of fat.
Chemicals and Standards. The enzymes and reagents used for in
vitro digestion were as follows: human salivary α-amylase (EC 3.2.1.1),
colipase, cholesterol esterase (EC 3.1.1.13), lipase (EC 3.1.1.3) and
phospholipase A2 (EC 3.1.1.4) from porcine pancreas, bile and serum
albumin (BSA) from bovine, mucin (type II) and pepsin (EC 3.4.23.1)
from porcine stomach, and porcine pancreatin from Sigma Chemical
Co. (St. Louis, MO, USA). Calcium chloride dihydrate, glucose,
glucosamine hydrochloride, glucuronic acid, magnesium chloride,
potassium hydroxide, potassium thiocyanate, sodium dihydrogen
phosphate, sodium taurocholate, and tris (hydroxymethyl) amino-
methane were from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).
Ammonium chloride, anhydrous sodium sulfate, hydrochloric acid
(purity 37%), methanol, potassium chloride (KCl), potassium
dihydrogen phosphate, sodium bicarbonate, sodium chloride, and
urea were from Merck (Whitehouse Station, NJ, USA). Chloroform,
diethyl ether, n-hexane, and isopropanol were from Scharlau
(Barcelona, Spain). Ethanol and sodium hydroxide were from Panreac
(Barcelona, Spain), and uric acid was purchased from Prolabo
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The derivatization reagent was a mixture of N,O-bis(trimethylsilyl)-
trifluoroacetamide (BSTFA) + 1% trimethylchlorosilane (TMCS)
from Fluka and anhydrous pyridine from Acros Organics (Geel,
Belgium) (10:3 v/v) prepared in an amber glass flask and kept at 4 °C
to be used in 1 week.
Sterol standards: epicoprostanol as internal standard (IS) (5β-
cholestan-3α-ol), cholesterol (5-cholesten-3β-ol, 99%), stigmasterol
(24S-ethylcholest-5,22-dien-3β-ol, 97%), and β-sitosterol (24R-ethyl-
cholest-5-en-3β-ol, 97%) were from Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO, USA). Brassicasterol (24-methylcholest-5,22-dien-3β-ol, 98%)
and desmosterol (5, 24-cholesta-dien-3β-ol, 98%) were from Steraloids
(Newport, RI, USA). Campesterol (24α-methyl-5-cholesten-3β-ol,
99%) was purchased from Chengdu Biopurify Phytochemicals Ltd.
(Sichuan, China). Standard solutions of sterols were prepared by
dissolving the standards in a n-hexane:2-propanol (3:2, v/v) mixture
except the IS that was prepared in ethanol.
Millipore Milli-Q deionized water (Millipore Ibeŕica S.A., Barcelona,
Spain) was used.
Simulated Gastrointestinal Digestion. The in vitro digestion
applied to the IFs was similar to that employed by Claumarchirant et
al.,42 which consists of three sequential phases (salivary, gastric, and
intestinal with micelle formation). Two independent digestions for
each IF were performed.
A 20 g amount of IF reconstituted according to instructions of the
manufacturer (see Table 1) was weighed in an Erlenmeyer flask, and 9
mL of saliva solution containing organic and inorganic components at
pH 6.5 ± 0.2 with 0.017 mg (1.8 U) of α-amylase was then added. The
Erlenmeyer flasks were placed in a shaking water bath (Stuart SBS30)
for 5 min at 37 °C and 95 opm. Subsequently, gastric juice (13.5 mL,
containing organic and inorganic solutions) with BSA (54.7 mg),
pepsin (6102 U), and mucin from porcine stomach (pH 4.0 ± 0.07)
were added. The pH of the mixture was adjusted to 4.0 ± 0.07 in order
to resemble infant conditions43 and incubated for 1 h (37 °C, 95 opm
in a shaking water bath). After that the duodenal juice was added (25
mL at pH 7.8 ± 0.2) along with the bile solution (9 mL with 11.76
mM of bovine bile salt, at pH 8.0 ± 0.2), and the mixture was then
neutralized (pH 6.8−7.2). Subsequently, 5 U of cholesterol esterase,
12.5 μg of colipase, 59.2 U of porcine pancreatic lipase, 501.2 U of
phospholipase A2, and 0.02 g of sodium taurocholate were added. This
mixture was then incubated for 2 h (37 °C, 95 opm). Finally, the
digested mixture (70−80 g) was centrifuged (Eppendorf 5810R) for
90 min at 3050g and 4° to obtain the supernatant or BF of the samples
(aqueous-micellar fraction), which is the soluble fraction available for
absorption in the gastrointestinal tract. The BA of the studied sterols
from IFs was calculated as follows: (sterol content in BF (μg/g of
undigested IF)/sterol content in IF (μg/g of undigested IF)) × 100.
Digestions of blanks (by duplicate) composed of 20 g of water were
performed with the aim of eliminating any possible presence of
interferences, since it has been reported that crude bile extract used in
the simulated digestion process can contain traces of cholesterol and
other sterols.44
Sterol Determination. Infant Formulas. Sterol determination in
IFs was validated by our research group in a previous work.14 Briefly,
fat was extracted from 2 mL of reconstituted IF (containing
approximately 0.25 g of IF), in triplicate, and saponified with 2 N
KOH in ethanol (90%) (at 65 °C during 1 h) after IS addition (20 μg
of epicoprostanol). Then the unsaponifiable fraction was extracted
with diethyl ether and subjected to derivatization with a mixture of
(BSTFA + 1% TMCS):pyridine (10:3, v/v). The trimethylsilyl ether
(TMSE) derivatives obtained were analyzed by GC-FID (1 μL) under
the chromatographic conditions described elsewhere.14
The identification of sterols (cholesterol, desmosterol, brassicaster-
ol, campesterol, stigmasterol, β-sitosterol) was performed by
comparing their relative retention times from GC-FID with those of
commercial sterol standards and by GC-MS analysis.14 The sterols
were quantified by calibration curves performed with added standards
of IS derivatized the same way as the samples (see Table 2).
Bioaccessible Fractions. The sterol content in the BFs was
performed in quadruplicate (two aliquots from each digestion). A 10
g amount of the BF (containing approximately 0.33 g of IF) was
directly saponified; the unsaponifiable fraction was extracted,
derivatized, and analyzed by GC-FID using the same procedure as
for the IFs.
Analytical Parameters for Sterol Determination in BF. The
validation of sterol determination in the BF was performed by
evaluating the following analytical parameters: linearity, limit of
detection (LOD), limit of quantification (LOQ), precision, and
accuracy, in order to check the suitability and goodness of the method.
A pool of the BF obtained from two digestions of IFC performed on
the same day was used for this purpose.
Linearity was evaluated in duplicate by the analysis of 5
concentration levels of sterol standards added with 20 μg of
epicoprostanol as IS for all studied sterols (see Table 2). These
calibration curves were employed for sterol quantification in IFs and
BFs, since the assayed concentrations included the corresponding
contents in 2 mL of reconstituted IFs or 10 g of BF. The LOD and
LOQ for each sterol were calculated from the digestion of four blanks
(where BF was substituted by 2 mL of water) and were calculated as
follows according to the American Chemical Society guidelines:45
LOD = 3SD/S and LOQ = 10SD/S (where SD is the standard
deviation of the digestion blanks, and S is the slope of the calibration
curve). The within-assay and between-assay precisions were assessed
by calculating the relative standard deviation (RSD), as a percentage,
of the sterol contents in four aliquots of BF from IFC analyzed on the
same day (within assay) and 8 aliquots analyzed on two non-
consecutively different days (between assay). Accuracy was evaluated
by recovery assays by adding a known amount of the studied sterol
standards to 10 g of BF (or 5 g in the case of cholesterol and
desmosterol). Percentage recovery was calculated as (sterol content in
spiked BF aliquots (μg) − sterol content in nonspiked BF aliquots
(μg)) × 100/amount of spiked sterol standard (μg).
Statistical Analysis. Distribution normality of data and homoge-
neity of variance were tested by Shapiro-Wilk and Levene test,
respectively (p value ≥0.05). In order to assess statistically significant
differences in the same compound (individual or total sterol content)
and in the same kind of sample (IF, BF, or BA) one-way analysis of
variance (ANOVA) followed by Tukey’s post hoc test or Kruskal−
Wallis (with Bonferroni correction) were carried out for parametric
and nonparametric data, respectively. The significance level was p <
0.05 for all comparisons. All statistical analyses were performed using
Table 2. Linearity and Limits of Detection and Quantification for the Determination of Sterols in the Bioaccessible Fractions
linearitya (n = 2) LODb (n = 4) LOQc (n = 4)
sterols range, μg (in assay) r calibration curve μg (in assay) μg/g IF μg (in assay) μg/g IF
cholesterol 39.60−247.50 0.9994 y = 0.0528x + 0.0314 3.37d 10.36 11.23d 34.54
desmosterol 0.89−7.12 0.9977 y = 0.0575x + 0.0045 0.67d 2.06 2.23d 6.85
brassicasterol 1.97−19.72 0.9999 y = 0.0691x − 0.0021 0.33 1.01 1.10 3.37
campesterol 24.91−84.69 0.9995 y = 0.0538x − 0.0710 1.44 4.44 4.82 14.81
stigmasterol 0.24−19.40 0.9980 y = 0.0616x + 0.0130 1.13 3.47 3.76 11.57
β-sitosterol 44.15−147.15 0.9993 y = 0.0492x + 0.1671 0.25 0.76 0.82 2.53
ar = linear correlation coefficient. y = sterol area/IS area. x = μg of sterol. bLOD = limit of detection. cLOQ = limit of quantification. dMicrograms of
sterols in 5 g of BF.
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the Statgraphics Centurion XV statistical package (Statpoint
Technologies Inc., VA, USA).
■ RESULTS AND DISCUSSION
Sterol Contents in IFs. Cholesterol, desmosterol, brassi-
casterol, campesterol, stigmasterol, and β-sitosterol were
identified and quantified in the three studied IFs (see Figure
1). The sterol contents (mg/100 mL of reconstituted IF) are
shown in Table 4.
The amount of total sterols ranged from 9.2 to 15.2 mg/100
mL of reconstituted IF, in the case of IFA being around two-
thirds that of the other IFs. Regarding plant sterols, the
contents were significantly higher in IFB (8.6 mg/100 mL)
than in the other IFs (mean value 6.5 mg/100 mL). As
expected, cholesterol was the most abundant sterol in the IFs
containing milk fat and whey protein enriched with MFGM
(42% of total sterols for IFB and 53% for IFC), being 2-fold
higher than in IFA (25%). However, although the addition of
MFGM increased the desmosterol content to double in IFC
versus IFA, it did not result in any significant increase in IFB,
probably because of the different proportions of algae, fungal,
and fish oils used as ingredients, which make a major
contribution to desmosterol content.12
In IFA the most abundant sterol was β-sitosterol (44%), with
38% and 29% in IFB and IFC, respectively. The abundance of
the rest of sterols, in general, was the same: campesterol (12−
23%) > stigmasterol (3−5%) ≈ brassicasterol (2−4%) ≈
desmosterol (1−2%).
Our cholesterol (2.3−7.1 mg/100 mL of reconstituted IF),
desmosterol (0.2−0.3 mg/100 mL), and total plant sterol
contents (6.1−8.6 mg/100 mL) were comparable to those
reported by other authors (1.7−12.8,12,13,46,47 0.3−0.4,12 and
3.1−9.2 mg/100 mL,12,13 respectively) in cow’s milk-based IFs.
As can be seen in Table 4, the IFs with dairy lipids and
MFGM-rich ingredient showed an animal/plant sterol ratio 2−
3 times higher than the sample without them, as has also been
reported by Claumarchirant et al.12 Although the physiological
significance of this difference has not yet been established, it
must be pointed out that the more this ratio increases, the
closer it comes to the situation found in HM. It therefore could
be taken into account when developing IFs.
Figure 1. Chromatogram of IFC (∼2 mL) obtained by GC-FID showing the studied sterols: epicoprostanol (IS), cholesterol, desmosterol,
brassicasterol, campesterol, stigmasterol, and β-sitosterol.
Table 3. Precision and Accuracy for the Determination of Sterols in the Bioaccessible Fractions
precision (%RSDa) recovery assaysb (n = 4)
sterols within (n = 4) betweenc (n = 8) original content (μg in assay) spiked (μg in assay) found (μg in assay) recovery (%)
cholesterol 1.35 8.58 86.65 ± 2.12c 114.16 ± 0.16d 191.71 ± 2.08d 92.03 ± 1.82
desmosterol 2.26 7.33 2.91 ± 0.06c 4.58 ± 0.07d 6.80 ± 0.18d 86.89 ± 0.86
brassicasterol 1.79 8.15 5.80 ± 0.19 10.61 ± 0.21 15.53 ± 0.25 91.70 ± 2.37
campesterol 2.02 4.79 29.65 ± 0.59 52.12 ± 0.83 80.61 ± 1.56 97.77 ± 2.99
stigmasterol 5.49 12.69 5.48 ± 0.51 11.32 ± 0.15 16.01 ± 0.45 93.08 ± 3.94
β-sitosterol 2.85 6.42 58.67 ± 1.54 79.22 ± 1.52 144.40 ± 3.26 106.24 ± 1.42
aRSD = relative standard deviation. bValues are expressed as mean ± standard deviation. cAnalysis performed by quadruplicate in two different days.
dMicrograms of sterols in 5 g of BF.
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Analytical Parameters for Sterol Determination in BF.
Tables 2 and 3 show the analytical parameters obtained in the
determination of sterols in the BF.
Good correlation coefficients (all > 0.99) (Table 2) were
obtained for all sterols at the tested concentrations.
Brassicasterol was the sterol which showed the greatest
sensitivity, while β-sitosterol showed the lowest sensitivity.
The LODs of plant and animal sterols were at concentrations
below 5 and 11 μg/g IF, respectively, and their LOQs were
below 15 and 35 μg/g IF, respectively. The highest LOD and
LOQ values corresponded to cholesterol and the lowest to β-
sitosterol and brassicasterol.
Regarding the precision values (Table 3), within-assay
precision was lower than 6% for all of the sterols (values
ranging from 1.4% for cholesterol to 5.5% for stigmasterol),
whereas between-assay precision was lower than 13% for all of
the sterols (values ranging from 4.8% to 12.7%). Precision
values obtained for stigmasterol were the highest, probably due
to low contents found in the studied IFs. At the concentrations
of sterols present in the BF, the Association of Official
Agricultural Chemists (AOAC)48 considers precision values of
under 4−6% within assay and 8−11% between assay as being
acceptable. Our precisions were thus comprised within these
ranges, except in the case of the between-assay values obtained
for cholesterol and stigmasterol, which were borderline.
According to the AOAC,48 the acceptable recovery rate for
the concentration of our sterols should range between 80% and
115%. The greatest recovery corresponded to β-sitosterol
(106.2%) and the lowest to desmosterol (86.9%). We therefore
can accept the accuracy of our methods as satisfactory for the
determination of sterols in BFs (Table 3).
Bioaccessibility of Sterols. The sterol contents in the BF
of the IFs (mg sterol/100 mL of reconstituted IF) and the
corresponding BA values (%) are also shown in Table 4.
Chromatograms of the BF of the IFC and a blank are shown in
Figure 2.
The highest total and animal sterol contents in the BF
corresponded to IFC (9.7 and 5.9 mg sterol/100 mL of
reconstituted IF, respectively), followed by IFB (8.4 and 4.3 mg
sterol/100 mL, respectively) and IFA (7 and 2.4 mg sterol/100
mL, respectively). The individual sterol contents in the BF of
the three samples generally followed the same order of
abundance as in the undigested samples. In this sense, the
cholesterol contents in samples B and C were around 2-fold
higher than in the IF without MFGM-rich ingredient (sample
A). The abundance of the plant sterols in the three BFs was as
follows: β-sitosterol (24−41% of total sterols) > campesterol
(11−19%) > brassicasterol (2−4%) ≈ stigmasterol (∼2%).
The BA of total sterols was similar in IFA and IFC (76% and
72%, respectively) and higher than in IFB (55%). In this latter
case, the presence of galactooligosaccharides (soluble fiber)
may have had an effect in the sterols BA. As it has been
previously described, dietary fibers have cholesterol adsorption
capacity, may reduce the BA of fatty acids and cholesterol
through a depletion flocculation mechanism antagonizing the
emulsification by bile salts, and can decrease lipolytic
activity.49,50 Regarding total animal or total plant sterols, the
BA order was IFA > IFC > IFB, though the ratio between
animal sterols BA and plant sterols BA remained relatively
constant. In contrast, different trends in BA were observed on
considering individual sterols: in general, cholesterol showed
higher BA than plant sterols, which is in concordance with the
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latter (the animal/plant sterol ratio increased in BF compared
with the corresponding IF). Accordingly, in the mixed micellar
phase, cholesterol would show the highest solubility. In this
respect, Alemany et al.38 and Alvarez-Sala et al.39 found
cholesterol generally to be the most bioaccessible sterol versus
plant sterols in dairy products.
On the other hand, the different behavior of BA observed for
cholesterol among the IFs presumably could be explained by
two factors related to differences in emulsion interface
composition and structure. They are specifically as follows:
(i) Competition among sterols: taking into account that IFB
has the highest total sterol content (with a greater proportion
of plant sterols versus animal sterols) (Table 4), this could
produce competition between cholesterol and plant sterols for
incorporation to the mixed micelles, thereby reducing
cholesterol BA compared to the other IFs. Moreover, we
consider that the amount of plant sterols with saturated lateral
chains (β-sitosterol and campesterol) was higher in IFB (7.6
mg/100 mL of reconstituted IF) versus IFA and IFC (6.2 and
5.5 mg/100 mL, respectively) (Table 4); the greater hydro-
phobicity exhibited by these sterols could produce greater
transference to the micelles, which in turn may displace
cholesterol and reduce BA, as evidenced in prior research.39,51
(ii) Type and quantity of emulsifiers: the contents of
phospholipids, proteins, and other emulsifiers can affect the
digestion rate of lipid compounds.52 The content and type of
phospholipids of these formulas have been published by our
group.16 The formula in which cholesterol exhibits least BA
(IFB) was that with the highest sphingomyelin content (13.73
mg/100 mL), while IFA (with greater cholesterol BA) was the
formula with least sphingomyelin (9.9 mg/100 mL) and
phospholipid contents (41.35 mg/100 mL vs 54.79 for IFB and
56.18 for IFC). This could have an effect, as phospholipids and
milk sphingomyelin have the ability to decrease cholesterol
intestinal absorption.26,27,53,54
Although it has been described that the BA of sterols can be
improved with the increase in fat content in food composition/
formulation by promoting the formation of mixed micelles
during gastrointestinal digestion,39 this aspect cannot be
discussed in our study, since the IFs showed similar fat
contents (27−31%, Table 1). In our study, we did not control
for the size of the fat globules; however, previous research has
found that the effect of fat globule size on digestibility is not
clear.55 Consequently, it does not seem to be a key parameter
in homogenized milks.52
With regard to other sterols, the order of BA was
campesterol > β-sitosterol > stigmasterol in IFB and IFC
(Table 4). Matsuoka et al.34 observed the same order of
solubility for sterol standards in model systems, and
furthermore, the presence of an ethyl group in the side chain
of the last two sterols can strongly diminish their solubility, as
evidenced in earlier research.56,57 Similarly, a higher BA
exhibited by campesterol versus stigmasterol and β-sitosterol
has also been reported by Alemany et al.38 in fruit and/or
skimmed milk-based beverages.
In conclusion, the present study offers a validated method for
sterol determination by GC-FID in BF obtained after in vitro
digestion of IFs, affording good accuracy and precision. Overall,
the order of sterols BA was as follows: cholesterol >
desmosterol = brassicasterol = campesterol > β-sitosterol >
stigmasterol. The important variability in sterols BA, with
special emphasis on cholesterol, evidenced in this work reveals
an important effect of the selection of fat-source/providing
ingredients employed in the manufacture of IFs. Although the
BA of sterols may be influenced by several factors (some of
them not controlled in this study), the addition of MFGM
increases the cholesterol content and makes the formula more
similar to HM from the sterols composition perspective. The
BA of animal sterols in formulas supplemented with MFGM
(IFB and IFC) was lower. However, given that the amount of
Figure 2. Chromatograms of the bioaccessible fraction of IFC (∼10g) (gray line) and blank of in vitro digestion (∼10g) (black line) obtained by
GC-FID showing the studied sterols: epicoprostanol (IS), cholesterol, desmosterol, brassicasterol, campesterol, stigmasterol, and β-sitosterol.
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cholesterol was higher, there may be a higher intake of
bioaccessible cholesterol from these formulas.
For all of the above-mentioned reasons, this preliminary
study reports for the first time the BA of sterols from IFs which
is of importance to increase knowledge on the role that these
sterols can exert in the infant’s development and growth.
However, more future research is needed on the BA of sterols
from HM and IFs in order to define a formulation with a more
similar behavior to that of HM. In this respect, the use of in
vitro gastrointestinal digestion simulating infant conditions and
validated methodologies for sterol determination, such as that
proposed in this study, can help academic circles and the food
industry to obtain better understanding of the behavior of
bioactive components and thus comprehend the beneficial
effects observed in clinical trials with IFs enriched with MFGM.
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Cholesterol Content in Human Milk during Lactation: A Comparative
Study of Enzymatic and Chromatographic Methods
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ABSTRACT: This study validates a gas chromatography (GC) method for determining the sterol profile of human milk (HM)
and compares it with an enzymatic−spectrophotometric (E-S) method. Good linearity (r > 0.97) and low limits of detection and
quantification were obtained with the GC method (<1.8 and <6 μg/100 g of HM, respectively). Suitable intra- and interassay
precisions (all <18%) and satisfactory recovery percentages (80−109%) were obtained for both methods. In addition, both
methodologies were used to assess cholesterol evolution in HM during lactation, showing a 50% decrease at 6 months versus
colostrum. The E-S method overestimated cholesterol content by <20% versus the GC method. The results indicate that both
methods may be used by the industry and in research to better understand the differences between the sterol profiles of infant
formulas and HM.
KEYWORDS: breast milk, cholesterol, colostrum, enzymatic-spectrophotometry, gas chromatography, sterols
■ INTRODUCTION
Human milk (HM) is a very complex biological fluid with a
composition that changes with the lactation stage, the time of
day, within feedings (more carbohydrates in foremilk and more
lipids in hindmilk), delivery or gestation length (preterm or
term HM), maternal parity, body mass index (BMI), age, diet,
and residential area, among other factors.1−4 These changes
allow HM to adjust to the needs of the infant, ensuring correct
growth and development but also make HM very difficult to
mimic. For the aforementioned reasons, HM is considered the
gold standard for feeding infants up to 6 months of age, and
exclusive breastfeeding is recommended for infants up to that
age.5
In HM, lipids are the most variable macronutrient, being
dispersed as fat globules formed by a core (rich in triglycerides)
surrounded by a membrane known as the milk fat globule
membrane (MFGM). The latter in turn is composed of an
inner membrane (rich in phosphatidylethanolamine, phospha-
tidylserine, phosphatidylinositol, and cholesterol) and an outer
membrane (rich in phosphatidylcholine, sphingomyelin,
cholesterol, peptides, glycoproteins, cerebrosides, and ganglio-
sides, among other compounds).6 The MFGM of HM is a good
source of cholesterol, which is crucial to infant growth, since it
is essential for the synthesis of bile acids, hormones, vitamin D,
and lipoproteins.7 Furthermore, cholesterol is needed as a
structural component of all cell membranes and especially as a
constituent of myelin during the rapid brain growth period.8
The cholesterol content in HM decreases in the course of the
lactation stages and in any case is higher than that found in
infant formulas (IFs). Thus, different qualitative and
quantitative profiles of cholesterol and other sterols (choles-
terol precursors and plant sterols) can be found in HM and
IFs.9−18 This fact causes breast-fed infants to consume up to 5
times more cholesterol than formula-fed infants (18.2 versus
3.4 mg/kg/day at 20 weeks of age and with a mean body weight
of 6.8 kg).19 Claumarchirant et al.16 reported similar cholesterol
intakes (3.7 mg/kg/day) from IFs in infants of the same age
and weight.
This increased intake of cholesterol by breast-fed infants has
been postulated as one possible reason why serum cholesterol
levels are higher in breast-fed infants than in formula-fed
infants, while the opposite occurs in relation to plant sterol
levels.20,21 Several studies have suggested that higher serum
cholesterol levels in breast-fed infants could prevent cardiovas-
cular diseases in adult life20,22−27 by downregulating hepatic
hydroxymethyl glutaryl coenzyme A reductase via epigenetic
modifications.28 However, it has been mentioned that further
studies are needed to better understand programming in the
neonatal period and the role of the other sterols present in
HM.8,29
Despite the importance these bioactive compounds may have
for the infant, few studies have examined the sterol profile
(focused mainly on cholesterol and desmosterol) in HM
(Table 1), and only three publications involve validated
methodology.15,30,31 Chromatographic methods have been the
most widely used option for the identification and quantifica-
tion of sterols in HM, particularly gas chromatography (GC),
given its advantage of being able to establish the complete
sterol profile. However, such methods are time-consuming and
are not suitable for large numbers of samples. Enzymatic−
spectrophotometric (E-S) methods are faster and less
expensive, and can also be used for sterol determination,
though they are not as specific as GC since the cholesterol
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content is overestimated. In this regard, cholesterol oxidase,
used in E-S, oxidizes the 3β-hydroxyl group present in
cholesterol and other sterols (desmosterol, lathosterol,
campesterol, stigmasterol, and β-sitosterol).32,33
On the other hand, few studies have compared analytical
methods for the determination of cholesterol in HM. Harzer et
al.12 and Haug and Harzer33 compared the cholesterol contents
obtained by E-S assay and high performance liquid chromatog-
raphy (HPLC), and described a 20% lower content with the
latter technique, this difference being attributed to the
nonspecificity of E-S. Kamelska et al.34 in turn reported
variable contents obtained by attenuated total reflectance−
Fourier transform infrared spectroscopy (ATR-FTIR) or GC.
Furthermore, Kamelska et al.31 obtained higher values with E-S
than with GC when direct saponification was applied to HM.
Because of the above-mentioned reasons, the two main
objectives of the present study were (a) to validate a GC
method for sterol (cholesterol, desmosterol, lathosterol,
campesterol, stigmasterol, lanosterol, and β-sitosterol) deter-
mination in HM and compare it with a proposed E-S method
and (b) to assess the evolution of cholesterol content in HM
samples from different lactation stages using both techniques.
Results obtained in this study would facilitate selection of the
analytical technique best suited for cholesterol determination in
HM.
■ MATERIALS AND METHODS
Reagents. Epicoprostanol (5β-cholestan-3α-ol, 96.9% purity) as
internal standard (IS), cholesterol (5-cholesten-3β-ol, 99% purity),
stigmasterol (5,22-stigmastadien-3β-ol, 95% purity), lanosterol (8,24-
lanostadien-3β-ol, 99%), lathosterol (5α-cholest-7-en-3β-ol, 99.5%), β-
sitosterol (5-stigmasten-3β-ol, 98% purity), N,O-bis(trimethylsilyl)
trifluoroacetamide with 1% trimethylchlorosilane (BSTFA + 1%
TMCS), and potassium hydroxide (KOH) were purchased from
Sigma-Aldrich Chemical (St. Louis, MO, USA). 7α-Hydroxycholester-
ol (5-cholestene-3β,7α-diol, 98% purity), 7β-hydroxycholesterol (5-
cholestene-3β,7β-diol, 97% purity), and desmosterol (5,24-choles-
tadien-3β-ol, 98% purity) were purchased from Steraloids Inc.
(Newport, RI, USA). Campesterol (24α-methyl-5-cholesten-3β-ol,
96.2% purity) was obtained from Chengdu Biopurify Phytochemicals
Ltd. (Sichuan, China).
Hexane and 2-propanol were acquired from Scharlau Chemie, S.A.
(Barcelona, Spain). Ethanol absolute grade was purchased from
Panreac Quıḿica SLU (Barcelona, Spain) and pyridine extra dry
(99.5% purity) from Acros Organics (Geel, Belgium). The E-S kit for
cholesterol determination was obtained from Boehringer Mannheim/
R-Biopharm (R-Biopharm AG, Darmstadt, Germany). Hydrogen
(purity >99%, NMH2-500; LNI Schmidlin S.A., Geneva, Switzerland)
and nitrogen (N2) (purity >99%, Zefiro 35 LC-MS, F-DGS SAS, Evry,
France) generators were used.
All standards used were of GC grade, and all reagents were of
analytical grade. Millipore Milli-Q deionized water (Millipore Ibeŕica
S.A., Barcelona, Spain) was used.
Samples. For the determination of analytical parameters, a pool of
mature HM was prepared from milk samples obtained from four
healthy Spanish donors aged between 25 and 35 years. The donors
were nonsmokers, well-nourished, and without caloric restrictions. The
volunteer mothers had gestations >37 weeks and infants with normal
weight at birth. The study of the evolution of cholesterol content
throughout the lactation period was carried out with pools of HM
samples obtained from 65 volunteer mothers of term infants between
18 and 40 years of age, as described by Claumarchirant et al.35 These
pools were obtained from different stages of lactation (colostrum,
transition, and 1, 3, and 6 months) and three cities in Spain (Madrid,
Murcia and Valencia). The study protocol was approved by the
Clinical Research Ethics Committee and Breastfeeding Committee of
Puerta de Hierro-Majadahonda University Hospital (Madrid, Spain).
All subjects were informed and gave written consent before inclusion
in the study.
Determination of Sterols by GC. Methodology. Direct
saponification and extraction of the unsaponifiable fraction were
carried out for sterol determination. Two micrograms of epicopros-
tanol (IS) and 3 mL of an ethanol (90%) solution of 2 N KOH were
added to 0.5 mL (∼0.54 g) of HM and placed in a 10 mL Pyrex glass





colostrum 31.30 ± 9.70 - E-S 9
transitional 25.56 ± 8.31 -
mature 22.49 ± 5.24 -
mature 11.30 ± 0.40 - E-S 30
colostrum 30.30 ± 4.16 - E-S 12
transitional 26.00 ± 2.83 -
mature 20.00 ± 1.00 -
colostrum 28.29 ± 4.17 - E-S 45
mature 20.13 ± 5.92 5.62 ± 2.33 GC 46
transitional 11.00 D: 0.60 GC 11
mature 10.13 ± 0.38 D: 1.13 ± 0.21
mature 17.49 ± 1.65 D: 1.33 ± 0.19 GC 47
Ln: 0.10 ± 0.01
Lt: 0.08 ± 0.04
others: 0.51
mature 0.14b - GC 19
transitional 16.62 - GC-FID 13
mature 12.79 ± 1.05 -
mature 12.02 ± 4.02 0.0024 ± 0.0014 GC-FID 48










colostrum 29.21 ± 0.01 D: 3.08 HPLC-DAD 15
mature 12.98 ± 4.06 D: 1.46 ± 0.9
mature 3.36−12.98 - ATR-FTIR 42
colostrum 13.8 - TLC-D 10
transitional 12.5 -
mature 9.93 -
mature 2.83 ± 0.19 - E-S 31
2.79 ± 1.76 - GC-FID
mature 22.8 - E-S 33




mature 4.90−13.69 - ATR-FTIR 34
2.30−31.60 - GC-FID
aGC, gas chromatography; TLC-D, thin-layer chromatography
densitometry; HPLC, high-performance liquid chromatography;
DAD, diode array detector; ATR-FTIR, attenuated total reflec-
tance−Fourier transform infrared spectroscopy; E-S, enzymatic−
spectrophotometric. bExpressed as mg/g of HM. cD, desmosterol;
Ln, lanosterol; Lt, lathosterol; Si, β-sitosterol; St, stigmasterol; C,
campesterol.
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tube, followed by heating of the mixture at 80 °C during 45 min in a
shaking water bath (∼100 rpm, Stuart SBS30).36 Then, once the
sample had cooled, Milli-Q water and hexane were added (1 mL each),
and vortexing (1 min) and centrifugation at 3200 rpm at 4 °C for 10
min (Eppendorf 5810R) were performed. The hexane phase was
transferred to a new tube, and extraction with hexane was repeated
twice more, collecting all the organic phases. The unsaponifiable
fraction was then dried with N2 and subjected to derivatization at 65
°C during 1 h in a thermoblock (Stuart SBH200D) with 200 μL of
BSTFA + 1% TMCS/pyridine (10:3, v/v).17 The trimethylsilyl ether
(TMSE) derivatives obtained were dissolved in hexane and filtrated
(using a syringe-driven Millex-FH filter unit, 3 mL, 0.45 μm Millipore,
Milford, MA, USA), and the solvent was evaporated with N2. Each
sample was dissolved in 800 μL of hexane for cholesterol and in 40 μL
for the determination of other sterols. From each solution, 1 μL was
injected into a gas chromatography−mass spectrometry system (GC-
MS, Trace GC-Ultra ITQ ion trap 900, Thermo Scientific, Waltham,
MA, USA) for identification and into a GC-flame ionization detector
(GC−FID, Autosystem XL, PerkinElmer, Nortwalk, CT, USA) for
quantification purposes. Both instruments were equipped with CP-Sil
8 low bleed/MS (50 m × 0.25 mm × 0.25 μm film thickness) capillary
columns (Chrompack-Varian, Middelburg, The Netherlands).
In GC-MS, the carrier gas was hydrogen operating at a constant
flow of 1 mL/min. The temperature of the injector port was 280 °C,
and splitless injection mode was applied. The oven was initially
programmed at 150 °C, maintained during 3 min, heated to 280 °C at
a rate of 30 °C/min, and kept during 28 min, then raised to 295 °C at
a rate of 10 °C/min. Finally, this temperature was maintained for 10
min. The transfer line temperature was 310 °C, the ion source
temperature was 250 °C, the scan range was 50−650 m/z, and the
filament emission current was −70 eV. Identification of sterols was
carried out by comparing their retention times and MS spectra with
those of standards and the NIST v.2 library. In GC-FID, hydrogen was
also the carrier gas at 0.91 mL/min, the detector port was set at 300
°C, and the oven and injector conditions were identical to those of
GC-MS. Both instrument conditions were slightly modified from
Garcia-Llatas et al.37 and Hamdan et al.17
Validation. Validation was made by studying the analytical
parameters of selectivity, linearity, limit of detection (LOD), limit of
quantification (LOQ), precision, and accuracy according to the
guidelines of the International Conference on Harmonization (ICH)
and the Association of Official Analytical Chemists guidelines for the
validation of analytical methods.38,39
Selectivity and Linearity. Sterol calibration curves were performed
with 0.25 mL of HM and without the addition of a matrix to check any
interference from other compounds present in the HM (selectivity
assay). For establishing linearity, a minimum of 5 calibration points
were prepared with a constant amount of IS (2 μg), with derivatization
using the aforementioned method and analysis by GC-FID.
Calibration curves were plotted for each sterol, representing the sterol
area/IS area ratio versus their respective quantities (μg sterol/μg IS)
(see Table 2).
Limit of Detection (LOD) and Limit of Quantification (LOQ). The
LOD and LOQ of the method were determined from the background
response of 6 method blanks using 0.5 mL of water. They were
calculated as 3 and 10 times (for LOD and LOQ, respectively) the
standard deviation (SD) of the response against the slope of the
calibration curves for each sterol.
Precision. Intra- and interassay precisions were evaluated by
calculating the relative standard deviation (RSD) of the analysis of
the sample on two different days. Four aliquots of the sample were
analyzed on the same day (intra-assay) and another four aliquots on a
different day (interassay).
Accuracy. The accuracy of the method for all sterols was established
from recovery assays. The sterol contents of four aliquots of the
sample (0.25 mL of HM), and another four spiked aliquots (see Table
3) were determined. The spiked amounts of sterols were also verified
in quadruplicate. Recovery (as a percentage) was calculated as [(μg
sterol in spiked aliquots − μg sterol in nonspiked aliquots) × 100]/
[μg spiked sterol], and expressed as the mean ± SD.
Table 2. Sterol Determination in Human Milk by GC-FID: Selectivity (Matrix Interference Assay) and Linearitya









assay) calibration curve r
goodnessb
(calculated t) p value
cholesterol 39.6−158 y = 0.866x + 3.851 0.991 12.82 0−128 y = 1.081x + 13.711 0.998 27.35 0.0337
desmosterol 2.03−5.99 y = 1.039x − 0.039 0.999 38.70 0−15.20 y = 0.581x + 0.842 0.997 31.55 0.0001
lathosterol 0.40−1.99 y = 0.726x + 0.004 0.994 15.74 0−1.59 y = 0.910x + 0.041 0.999 38.70 0.0370
campesterol 0.06−0.30 y = 0.639x + 0.008 0.999 38.70 0−0.48 y = 0.900x + 0.058 0.981 12.38 0.1168
stigmasterol 0.02−0.10 y = 0.833x + 0.005 0.995 17.25 0−0.14 y = 0.914x + 0.020 0.994 22.26 0.5645
lanosterol 0.10−0.52 y = 0.736x − 0.002 0.993 14.56 0−0.40 y = 0.883x + 0.042 0.979 8.32 0.2512
β-sitosterol 0.06−0.13 y = 0.670x − 0.004 0.995 17.25 0−0.12 y = 2.818x + 0.042 0.988 11.08 0.0163
ay = sterol area/IS area; x = μg sterol/μg IS; r = linear correlation coefficient. bStudent’s t test (critic t = 3.18). cANCOVA or Kruskal−Wallis (only
for β-sitosterol) were performed to check the matrix interference.
Table 3. Sterol Determination in Human Milk by GC-FID: Limit of Detection, Limit of Quantification, Precision, and
Accuracya
















cholesterol 2.85 0.57 9.49 1.90 0.99 2.95 27.52 ± 0.28c 50.59 ± 1.99c 72.26 ± 3.010c 88.43 ± 5.95
desmosterol 5.13 1.03 17.10 3.42 0.75 3.38 3.74 ± 0.03c 13.44 ± 0.73c 15.45 ± 0.280c 87.14 ± 2.12
lathosterol 3.17 0.63 10.56 2.11 5.30 8.42 100.53 ± 9.31 177.86 ± 5.88 269.65 ± 7.99 95.08 ± 4.49
campesterol 9.00 1.80 30.00 6.00 4.07 13.73 115.34 ± 7.12 224.84 ± 4.23 360.99 ± 12.71 109.26 ± 5.65
stigmasterol 1.30 0.26 4.33 0.87 12.53 12.68 40.71 ± 4.83 91.99 ± 5.07 133.10 ± 4.27 100.43 ± 4.64
lanosterol 2.73 0.55 9.09 1.82 1.17 4.39 96.06 ± 1.08 169.87 ± 12.59 231.31 ± 5.43 79.62 ± 3.20
β-sitosterol 1.55 0.31 5.17 1.03 10.71 17.61 23.83 ± 2.66 59.38 ± 3.77 79.71 ± 2.64 94.11 ± 4.45
aLOD = limit of detection; LOQ = limit of quantification; RSD = relative standard deviation. bValues expressed as the mean ± standard deviation.
cExpressed as μg.
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Determination of Sterols by E-S. Methodology. An aqueous
solution of 8.02 N KOH (0.8 mL) and 1.2 mL of ethanol was added to
1 mL of HM (∼1.08 g) in a 10 mL Pyrex glass tube. The mixture was
heated at 70 °C during 30 min in a shaking water bath (Stuart
SBS30).15 After cooling the sample at room temperature, extraction of
the unsaponifiable fraction was performed as previously described for
the chromatographic method, with different centrifugation conditions
(4000 rpm, 4 °C, 5 min). The collected hexane phases were
evaporated and dissolved with 1 mL of 2-propanol. This dissolution,
referred to as the “sample solution”, was processed with the enzymatic
kit according to the instructions of the manufacturer. The kit is based
on the oxidation of cholesterol to cholestenone, producing hydrogen
peroxide. In the presence of catalase, the hydrogen peroxide produced
oxidizes methanol to formaldehyde, which in turn reacts with acetyl
acetone, forming a yellow lutidine dye in the presence of ammonium
ions. The lutidine dye formed (measured at 405 nm) is stoichiometric
to the concentration of cholesterol (Spectrometer Lambda 2 UV/vis,
PerkinElmer).
Validation. Precision and accuracy were assessed according to the
guidelines of the ICH38 and AOAC,39 whereas the analytical
parameters of linearity, LOD, and sensitivity were provided by the
manufacturer.
Precision. The intra- and interassay precisions were established as
described above in the Determination of Sterols by GC.
Accuracy. Accuracy was determined as described above in
Determination of Sterols by GC using 1 mL of HM.
Statistical Analysis. Normal data distribution and homogeneity of
variance were checked using the Shapiro-Wilk and Levene tests,
respectively. A two-tailed Student t test (n − 2 degrees of freedom)
was performed to evaluate the linearity of the calibration curves, and
ANCOVA or Kruskal−Wallis testing for normal and non-normal
distribution of data, respectively, was used to compare the slopes of the
calibration curves (with and without the addition of matrix). To assess
significant differences, analysis of variance (ANOVA, with Tukey’s
post hoc test) was applied to chromatographic and E-S cholesterol
contents in the course of lactation, and Student’s t test was used to
compare cholesterol contents between the two methods.40 For all
cases, α = 0.05 was applied.
■ RESULTS AND DISCUSSION
Validation of the GC Method. Selectivity and Linearity.
The total analytical run time was 28 min, as can be seen from
the chromatogram of the pool of mature HM (Figure 1). The
identified sterols (relative retention time with respect to the IS,
18.3 min) were 7α-hydroxycholesterol (1.08), cholesterol
(1.13), desmosterol (1.18), lathosterol (1.21), 7β-hydroxycho-
lesterol (1.27), campesterol (1.28), stigmasterol (1.36),
lanosterol (1.44), and β-sitosterol (1.45). Their GC-MS spectra
are shown in Figure 2.
Table 2 reports the tested amount ranges, the adjusted linear
equations, the statistical tests to check the goodness of fit of the
calibration curves (without and with matrix), and the matrix
Figure 1. Chromatogram obtained by GC-FID showing the sterols in mature human milk. 1, epicoprostanol (IS); 2, 7α-hydroxycholesterol; 3,
cholesterol; 4, desmosterol; 5, lathosterol; 6, 7β-hydroxycholesterol; 7, campesterol; 8, stigmasterol; 9, lanosterol; and 10, β-sitosterol are identified.
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interference assay. All correlation coefficients were ≥0.98, and
the calculated t values were higher than the critical t value
(3.18) for all sterols, which reflected good linearity (Table 2).
Since a matrix interference was detected for cholesterol,
desmosterol, lathosterol, and β-sitosterol (p < 0.05) (Table 2),
we decided to use calibration curves added with matrix for all
sterol quantifications. Few publications have described the use
of calibration curves to quantify sterols (only cholesterol and
desmosterol) in HM. Ramalho et al.15 reported HPLC
calibration curves for cholesterol and desmosterol, with r >
0.999 for both compounds. However, these authors did not
report any matrix interference assays, though they performed
Figure 2. Mass spectra of sterols identified in mature human milk.
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direct saponification of the sample. Kamelska et al.41 developed
a calibration curve for cholesterol quantification in IF by GC,
which was further applied in HM samples.31,42 The slope of the
curve was 5-fold lower (y = 0.1861x + 7.78, r = 0.96) than our
own.
Limit of Detection (LOD) and Limit of Quantification
(LOQ). The LOD and LOQ (as ng in assay and μg/100 g of
HM) obtained are shown in Table 3. This method allowed the
detection and quantification of all studied sterols at
concentrations <2 and <6 μg/100 g of HM for LOD and
LOQ, respectively. The highest LOD and LOQ corresponded
to campesterol (1.80 and 5.99 μg/100 g of HM, respectively)
and the lowest to stigmasterol (0.26 and 0.87 μg/100 g of HM,
respectively). Cholesterol was quantifiable above 1.9 μg/100 g
HM. Our LOQs were 20-fold lower for cholesterol and 6-fold
lower for desmosterol than those reported by Ramalho et al.15
(40 and 20 μg/100 mL, respectively).
Precision. Intra- and interassay precisions (% RSD) are
reported in Table 3. Intra-assay precision was lower than 13%
for all the sterols analyzed and ranged from 0.8% (desmosterol)
to 12.5% (stigmasterol), while interassay precision was lower
than 18% for all the sterols analyzed (from 3% for cholesterol
to 17.6% for β-sitosterol). The intra- and interassay precision
values comply with those indicated by the AOAC39 for a single
laboratory: <4% and <8% for cholesterol at a concentration of
10 mg/100 g, <6% and 11% for desmosterol (1 mg/100 g),
<11% and <22% for lathosterol, campesterol, and lanosterol
(0.01 mg/100 g), <16% and 32% for stigmasterol and β-
sitosterol (0.001 mg/100 g), respectively. Ramalho et al.15
reported similar intra- and interassay precisions for cholesterol
and desmosterol (<2% and <3% for both compounds,
respectively) using HPLC. However, Kamelska et al.31 reported
precision values up to 7-fold higher than our own (<21%) for
cholesterol, using a GC method after direct saponification.
Accuracy. Results from recovery assays are shown in Table
3. The percentage recovery values were satisfactory for all
assayed sterols and ranged from 80% (lanosterol) to 109%
(campesterol). Our results fall within the acceptable percentage
recovery ranges proposed by the AOAC,39 depending on
analyte concentrations: 70−125% at a concentration of 0.001
mg/100 g (in the case of stigmasterol and β-sitosterol), 75−
120% at a concentration of 0.01 mg/100 g (for lathosterol,
campesterol, and lanosterol), 80−115% at a concentration of 1
mg/100 g (desmosterol), and 85−110% at a concentration of
10 mg/100 g of HM (cholesterol). Ramalho et al.15 reported
better recovery values for cholesterol and desmosterol (>96%
and >99%, respectively). Kamelska et al.31 in turn reported
variable recovery values for cholesterol determination by GC,
depending on the sample preparation used: >70% for direct
saponification and >91% for saponification of the previously
extracted lipids.
Validation of the E-S Method. Precision. The intra- and
interassay precisions (% RSD) obtained with the E-S method
are shown in Table 4. It should be noted that our intra-assay
(4.7%) and interassay precision (8.2%) values with E-S
obtained for cholesterol are borderline according to the
AOAC.39 Alvarez-Sala et al.,30 applying the saponification step
to the extracted lipids, reported lower intra-assay (3.5%) and
interassay precisions (6.7%), whereas Kamelska et al.31 reported
precision values 3-fold higher than our own (25.2%), with
direct saponification applied to HM.
Accuracy. Accuracy obtained from the enzymatic method is
reported in Table 4. According to the AOAC,39 our percentage
recoveries with the E-S method were acceptable for our studied
concentration. Alvarez-Sala et al.30 reported comparatively
higher recovery (110%), though Kamelska et al.31 reported
lower percentages (from 54% to 80%).
Cholesterol Contents. The evolution of cholesterol
contents in different stages of lactation determined by GC
and E-S is shown in Table 5. Globally, the cholesterol levels
decreased from 21 to 23 mg/100 mL in colostrum to 10−12
mg/100 mL in mature HM, with percentages of reduction in
different lactation stages of 27%, 40%, 46%, and 50% for
transition milk and milk at 1, 3, and 6 months, respectively. The
cholesterol contents showed statistically significant differences
among the different lactation stages, except for 3 and 6 months
with the GC method.
As far as we know, no studies have addressed the analysis of
cholesterol in colostrum samples using GC. Other method-
ologies (see Table 1) have yielded contents ranging from 28.3
to 31.3 mg/100 mL for E-S, 13.8 mg/100 mL for TLC-D (thin-
layer chromatography densitometry), and 29.2 mg/100 mL for
HPLC-DAD. Our levels were in the same order of magnitude.
The decrease in cholesterol levels during lactation has also been
described by these authors. In comparison with the results
previously reported for IFs analyzed by GC,16,18 our results
clearly show that there is a significant gap in cholesterol content
between HM and IFs, with the highest levels corresponding to
Table 4. Cholesterol Determination in Human Milk by
Enzymatic Spectrophotometry: Analytical Parametersa
linearityb range (μg in assay) 8−160
LODb (μg in assay) 8.53c
(μg/100g) 2133
sensitivityb (μg in assay) 2.84d
(μg/100g) 711
accuracye (n = 4) present (μg in assay) 55.83 ± 3.98
spiked (μg in assay) 43.17 ± 0.99
found (μg in assay) 97.60 ± 3.57
recovery (%) 95.45 ± 4.45
precision (RSD %) intra-assay (n = 4) 4.66
interassay (n = 8) 8.23
aLOD = limit of detection. RSD = relative standard deviation. bData
provided by the manufacturer. cAmount corresponding to an
absorbance difference of 0.03 between the blank and sample. dAmount
corresponding to smallest differentiating absorbance for the procedure
(0.010 absorbance units). eValues expressed as the mean ± standard
deviation.
Table 5. Variation of Cholesterol Contents (mg/100 mL) in
Human Milk (Expressed as the Mean ± Standard Deviation,
n = 6)a
months (days) GC E-S
difference
(%)
colostrum (0−5) 20.7 ± 0.6 a,x 23.2 ± 1.1 a,y 12.0
transition (6−15) 14.8 ± 0.8 b,x 17.1 ± 0.8 b,y 15.5
1 (16−60) 12.8 ± 0.5 c,x 13.6 ± 0.5 c,y 6.4
3 (61−135) 10.9 ± 0.5 d,x 12.8 ± 0.2 c,y 17.0
6 (136−240) 10.1 ± 0.4 d,x 11.7 ± 0.1 d,y 15.6
aGC, gas chromatography; E-S, enzymatic spectrophotometry.
Difference (%): [(cholesterol E-S − cholesterol GC) × 100]/
[cholesterol GC]. Different lowercase letters denote significant
differences (p < 0.05) along lactation stages (a−d) and among
analytical techniques (x,y).
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colostrum. More specifically, in the studies published by
Claumarchirant et al.16 and Hamdan et al.,18 the maximum
cholesterol levels (5 mg/100 mL) corresponded to IF enriched
with MFGM and milk fat, whereas the lowest levels were 2 mg/
100 mL for formulas containing vegetable oil as the main fat
source. Further investigations are needed to better clarify the
biological functions of cholesterol during early development in
infants, with the study of bioavailable cholesterol sources that
could be added to IF in order to close the cholesterol level gap
versus HM.
With regard to the analytical technique used, E-S yielded
higher cholesterol contents (23−12 mg/100 mL) than GC
(21−10 mg/100 mL), these differences generally being lower
than 20% (Table 5). As previously indicated, in order to
establish real cholesterol content with the E-S method, the
noncholesterol 3β-hydroxy-sterols (desmosterol, lathosterol,
campesterol, stigmasterol, and β-sitosterol) content obtained
by GC should be subtracted (thus obtaining “corrected
cholesterol” data). Cholesterol and corrected cholesterol
contents obtained by the E-S method in the pool of HM
used for method validation are shown in Table 6 along with the
sterol profile obtained by GC. There were statistically
significant differences between GC and E-S cholesterol content,
which disappeared after the proposed correction (Table 6).
On the other hand, the order of sterol abundance (Table 6)
determined in mature HM was as follows: cholesterol (87% of
total sterols) > desmosterol > campesterol = lathosterol =
lanosterol > stigmasterol > β-sitosterol. The concentrations of
the minor sterols detected were consistent with the levels
reported by other authors (0.0024−5.62 mg/100 mL) (see
Table 1) who also determined other sterol compounds such as
squalene, cholestenol, avenasterol, sitostanol, dihydrolanosterol,
fucosterol, 28-iso-fucosterol, dimethylsterol, and methostenol.
Following cholesterol, desmosterol accounted for ∼1/10 of
cholesterol content in mature HM with this falling within the
range reported in the literature (0.8−2.1 mg/100 mL) (Table
1). Globally, it may be affirmed that the concentrations of the
minor sterols detected in mature HM did not differ markedly
from the values reported by previous studies.
As is known, animal sterols found in HM can proceed from
de novo synthesis in mammary tissues (∼20%) and maternal
serum (∼80%).43 In comparison, plant sterols, which represent
0.6% of the total sterols presents in the analyzed mature HM
(Table 6), come from the maternal diet.44 In contrast to what
occurs with cholesterol, plant sterol contents determined in IFs
(3.1−8.6 mg/100 mL)16,18 were more than 40-fold higher than
those found in HM (0.07 mg/100 mL) confirming the great
difference in sterol profile between them.
In conclusion, the cholesterol content in HM from healthy
mothers decreased during lactation, being maximum in
colostrum and minimum in mature milk from 6 months. This
result is consistent with the data found in the literature. The
analytical parameters obtained by both methods are considered
suitable for cholesterol determination, taking into account that
GC allows individual sterol quantification, whereas E-S
overestimates cholesterol contents by no more than 20%, as
our results have shown.
For the infant food industry, both proposed methodologies
can be convenient for research, development, and innovation in
IFs (i.e., the screening of cholesterol-rich ingredients) and
quality assurance (i.e., quality checks on cholesterol content in
IFs). In addition, the GC method provides more detailed
information that can be used to better understand the
differences between the sterol profiles of IFs and HM, and to
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■ ABBREVIATIONS USED
ATR-FTIR, attenuated total reflectance−Fourier transforms
infrared spectroscopy; AOAC, Association of Official Agricul-
tural Chemists; BMI, body mass index; BSTFA, N,O-bis
(trimethylsilyl)trifluoroacetamide; DAD, diode array detector;
E-S, enzymatic spectrophotometry; GC, gas chromatography;
GC-FID, gas chromatography−flame ionization detector; GLC,
Table 6. Sterol Contents (mg/100 mL) in Mature Human
Milk (Values Expressed as the Mean ± Standard Deviation,
n = 3)
Gas Chromatographic Method
cholesterol 11.0 ± 0.1 a
desmosterol 1.50 ± 0.01
lathosterol 0.04 ± 0.00
campesterol 0.05 ± 0.00
stigmasterol 0.02 ± 0.00
lanosterol 0.04 ± 0.00
β-sitosterol 0.01 ± 0.00
total sterols 12.6 ± 0.1
Enzymatic−Spectrophotometric Method
cholesterol 14.0 ± 1.0 b
corrected cholesterola 12.4 ± 1.0 a
aData obtained from [sterols quantified by enzymatic spectropho-
tometry] − [3β-hydroxy-sterols noncholesterol quantified by gas
chromatography (desmosterol, lathosterol, campesterol, stigmasterol,
and β-sitosterol) (1.61 mg/100 mL). Different lowercase letters in
cholesterol contents mean significant differences between chromato-
graphic and enzymatic spectrophotometric values.
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gas−liquid chromatography; HM, human milk; HPLC, high-
performance liquid chromatography; IF, infant formula; IS,
internal standard; LOD, limit of detection; LOQ, limit of
quantification; MFGM, milk fat globule membrane; TMCS,
trimethylchlorosilane
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Anexo 3: Información complementaria 
“ESTUDIO DE COMPONENTES BIOACTIVOS DE LA FRACCIÓN 
GRASA DE LA LECHE DE MUJER Y DE INGREDIENTES UTILIZADOS 
EN LA ELABORACIÓN DE PREPARADOS DESTINADOS A LA 
ALIMENTACIÓN DEL LACTANTE” 
TOMA DE MUESTRA 
Criterios de 
inclusión: 
Madres lactantes sanas. 
Edad 18-40 años. 
Gestación > 37 
semanas. Peso al nacer 














Fumadoras durante la 




Anexo 3: Información complementaria 
Periodos de toma de muestras: 
 
Con una con n ≥ 25 madres lactantes por periodo y un volumen de al menos 20 - 40 
ml de cada madre (interesa llegar a un volumen de 1000 mL). 
Calostro (Desde el 1º hasta el 5º día); transición (Desde el 6 día hasta el día 15); al 
mes; a los 3 meses; a los 6 meses; a los 9 meses; a los 12 meses 
Procedimiento de extracción 
 
 
A) Utilizando sacaleches (de elección) 
 
Lavar las manos antes de proceder a la extracción. 
 
Masajear el pecho para provocar un efecto parecido al provocado por el reflejo de 
succión del lactante. Para ello, debe friccionar con las yemas de los dedos desde la 
base del pecho hacia la areola. 
B) Extracción manual 
 
Lavar las manos antes de proceder a la extracción. 
 
 
Masajear el pecho para provocar un efecto parecido al provocado por el reflejo de 
succión del lactante. Para ello, debe friccionar con las yemas de los dedos desde la 
base del pecho hacia la areola. 
Colocar la mano en el pecho en forma de “C” apoyando el dedo pulgar en la parte 
superior del pecho a unos 3 cm de la areola y la palma de la mano en la parte inferior. 
 
Hacer un movimiento de “ordeño”, es decir, friccionar el pecho hacia atrás (como 
hundiendo el pecho) y hacia adelante a la vez que se presiona como si se quisiera 
juntar los dedos. 
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Este movimiento se tiene que repetir pausada y rítmicamente alternando ambos 
pechos cada 5-10 min, de manera que resulte cómodo, ya que una extracción manual, 
puede durar entre 20-30 min. Esta técnica requiere práctica, por lo que, si al principio 
se extrae poca leche, no se desanimen, poco a poco saldrá cada vez mejor. 
Datos a controlar en la toma de muestra: 
 































Tipo de extracción 
     Antes Después Sacaleches Manual 
 
Procedimiento de almacenamiento 
 
 
La leche debe conservarse en el recipiente DE PLÁSTICO (no pvc) 
proporcionado. Es conveniente guardarla en pequeñas cantidades (50-100cc). 
Se colocará una etiqueta en el recipiente con la fecha, la hora de extracción de la 
leche y el mes o días de lactancia al que corresponde la muestra y las iniciales de 
nombre y apellidos de la madre (posteriormente se procederá a su codificación). 
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El recipiente se guardará en el congelador (-18ºC). Se avisará a la persona de 
contacto facilitada para la recogida de la muestra. 
 
El transporte se realizará, lo antes posible (anotando el momento) en neveras 
con placas de hielo hasta la Facultad de Farmacia, donde se almacenarán a -80ºC 
hasta suposterior descongelación. 
Iniciales de la madre y edad: 
Meses o días de lactancia: 
Fecha de parto: 
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HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE 
 
La leche materna (LH) es considerada como el alimento más completo y 
adecuado durante las primeras etapas de vida, ya que además de satisfacer las 
necesidades del lactante le proporciona otros efectos beneficiosos como protección 
frente a infecciones o disminución del riesgo de posteriores alergias. La ESPGHAN 
(2009) y la OMS (2001) recomiendan la alimentación exclusiva de los recién 
nacidos con lactancia materna por lo menos hasta los 6 meses. Sin embargo, 
cuando esto no es posible, por falta de secreción láctea, patologías de la madre, 
rechazo del niño, opción personal o cuando esta alimentación resulta insuficiente, se 
recurre a la alimentación mediante preparados a base de leche de vaca o soja, cuya 
composición debe parecerse lo más posible a la de la leche de mujer. 
 
 
La fracción correspondiente a la grasa en la leche materna y de los preparados 
para lactantes tiene importancia no sólo por la contribución al valor energético, 
sino también por el efecto de sus componentes sobre el desarrollo, estructura y 
función de órganos, en especial de la mucosa intestinal, del sistema inmune y 
nervioso del recién nacido. 
 
 
Por todo ello se considera de gran interés caracterizar la composición grasa de 
la LH, en especial de compuestos minoritarios, como son los fosfolípidos, esteroles 
vegetales, gangliósidos, así como vitaminas con el fin de incrementar la 
información disponible sobre componentes bioactivos de la LH con la finalidad de 
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Para poder saber cuál es el patrón de grasa de la leche humana es por lo que 
solicitamos su permiso en la donación de una muestra de su leche en diferentes 
periodos de la lactancia. Esta leche será analizada exhaustivamente, no sólo en 
cuanto a sus componentes mayoritarios, sino también en cuanto a componentes 
minoritarios (que están en cantidades muy pequeñas), pero que poseen un gran 
valor en cuanto elementos que influyen en la maduración y desarrollo del lactante. 
 
 
Le informamos que los datos personales serán protegidos e incluidos en un 
fichero que deberá estar sometido a y con las garantías de la ley 15/1999 de 13 de 
diciembre. 
  









Dña:   
 
        de  años de edad y con DNI nº  ,   manifiesta   que  ha 
sido informada sobre los beneficios que podría suponer el análisis de mi leche para 
llevar a cabo la investigación “ESTUDIO DE COMPONENTES BIOACTIVOS 
DE LA FRACCIÓN GRASA DE LA LECHE DE MUJER Y DE 
INGREDIENTES UTILIZADOS EN LA ELABORACIÓN DE 
PREPARADOS DESTINADOS A LA ALIMENTACIÓN DEL LACTANTE” 
 
 
He sido también informada de que mis datos personales serán protegidos e 
incluidos en un fichero que deberá estar sometido a y con las garantías de la ley 
15/1999 de 13 de diciembre. 
 
Tomando ello en consideración, OTORGO mi CONSENTIMIENTO a: 
 
 
- Análisis de mi leche 
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